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ORE 13.00-14.00
ORE 14.00-14.15

PROGRAMMA

MERCOLEDI 9 MAGGIO 2012

REGISTRAZIONE DEI PARTECIPANTI
APERTURA DEI LAVORI E SALUTI DELLE S.I.P.I.
Dott. Claudio Ghittino (Presidente SIPI)

PRIMO SEMINARIO DI ISTOPATOLOGIA S.I.P.I.

in collaborazione con:

ZOOPROFILATTICO

I1$STILYurvYo

IIVLNIWINTS

246 Macsarts Ligars & Yade S Acate

g At
Universita degli Studi di Udine Istituto Zooprofilattico Sperimentale
Facolta di Medicina Veterinaria del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta

Moderatore - Dott. Marino PREARO
Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Torino

ORE 14.30-15.00

ORrE 15.00-15.30

ORE 15.30-16.30

TECNICHE ISTOCHIMICHE: DIFFERENZE CON I TESSUTI
DI MAMMIFERO. ESERCITAZIONI PRATICHE AL
MICROSCOPIO E DISCUSSIONE

DOTT.55A CARLA CALLIGARO
(Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria)

TECNICHE CITOLOGICHE. ESERCITAZIONI PRATICHE AL
MICROSCOPIO E DISCUSSIONE

DOTT.SSA PAOLA BERALDO
(Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria — Vice
Presidente S.I.P.1.)

LESIONI ISTOPATOLOGICHE NELLE MALATTIE VIRALI
DELLA TROTA (NPI, NEI E SEV). ESERCITAZIONI
PRATICHE AL MICROSCOPIO E DISCUSSIONE

PROF. MARCO GALEOTTI
(Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria)



ORE 16.30-16.45

ORE 16.45-17.45

ORE 17.45-18.45

ORE 18.45-19.00

ORE 08.30-09.00
ORE 09.00-09.30

ORrE 09.30-11.00

PROGRAMMA

COFFEE BREAK

LESIONI ISTOPATOLOGICHE NELLE MALATTIE
BATTERICHE (BKD) E PARASSITARIE (PKD): DIAGNOSI
DIFFERENZIALE. ESERCITAZIONI PRATICHE AL
MICROSCOPIO E DISCUSSIONE

DOTT.554 PAOLA BERALDO
(Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria — Vice
Presidente S.I.P.I.)

INQUADRAMENTO ISTOPATOLOGICO DI RED MARK
SYNDROME. ESERCITAZIONI PRATICHE AL
MICROSCOPIO E DISCUSSIONE

PROF. MARCO GALEOTTI
(Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria)

TEST FINALE DI APPRENDIMENTO

GI1oveDI 10 MAGGIO 2012

REGISTRAZIONE DEI PARTECIPANTI ED ISCRIZIONE AL CONVEGNO
APERTURA DEI LAVORI E SALUTO DELLE AUTORITA

Dott. Claudio Ghittino (Presidente SIPI)
Prof. Marco Galeotti (Universita degli Studi di Udine)

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE — I SESSIONE
Moderatore - Dott.ssa Francesca SUSINI
Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio e della Toscana, Pisa

Ore 09.00-09.20

Direttiva 2006/88/CE in Friuli Venezia Giulia: esperienza pilota nella
stesura di indicazioni operative per il rilascio dell’autorizzazione
sanitaria alle imprese di piscicoltura e relativi stabilimenti di
lavorazione

M., Boscolo D., Zanolla M., Berton D., Fabris A., Cocchi M. & Dalla

Pozza M.

Ore 09.20-09.40

Rischio di diffusione di White Spot Syndrome Virus (WSSV) tramite
I'importazione di mazzancolle tropicali (Lithopenaeus vannamei)
congelate

Sambo V., Manfrin A., Pretto T., Magnabosco C., Dundon W. & Quaglio F.
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ORE 10.45-11.15

OrRE 11.15-13.00

ORE 13.00-14.30

PROGRAMMA

Ore 09.40-10.00

Isolamento di ceppi geneticamente distinti di Betanodavirus da casi
clinici di encefaloretinopatia virale in pesci selvatici in Puglia
Vendramin N., Patarnello P., Toffan A., Cappellozza E., Panzarin V., Terregino
C. & Cattoli G.

Ore 10.00-10.20

Studio di patogenicita di dieci ceppi diversi di Betanodavirus in
Dicentrarchus labrax infettati sperimentalmente

Vendramin N., Toffan A., Cappellozza E., Mancin M., Bovo G., Capua I. &
Terregino C.

Ore 10.20-10.40

Valutazione della minima concentrazione inibente nei confronti del
florfenicolo in ceppi di Aeromonas hydrophila isolati da trota

Cocchi M., Di Giusto T. Sello M., Di Sopra G., Bregoli M. & Deotto S.

COFFEE BREAK

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE — IT SESSIONE

Moderatore - Dott.ssa Paola BERALDO
Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria, Udine

Ore 11.15-11.30

Presentazione del libro:

ARGOMENTI DI PATOLOGIA COMPARATA DEI MOLLUSCHI. Aspetti
Ecologici e sanitari

De Vico G. & Carella F.

Loffredo Editore

Ore 11.30-11.50

Vibriosi da Vibrio harveyi in spigole (Dicentrarchus labrax) allevate
in Italia

Florio D., Balsamo V., Gustinelli A., Quaglio F., Caffara M., Zanoni R.G. &
Fioravanti M.L.

Ore 11.50-12.10

Indagini su episodi di mortalita in muggini nel litorale marchigiano.
Analisi di laboratorio e dati ambientali a confronto

Bartozzi B., Antognini E., Canonico C., Ottaviani D., Leoni F., Anzalone L.,
Ghittino C., Gavaudan S., Spagnuolo L., Rocchegiani E. & Latini M.

Ore 12.10-12.30

Messa a punto di un metodo di quantificazione assoluta dell'mRNA di
un panel citochimico e sua applicazione in corso di infezione da
Photobacterium damselae subsp. piscicida

Volpe E., Volpatti D., Bulfon C., Galeotti M., Prosperi S. & Ciulli S.

Ore 12.30-12.50

Patologie di cefali del Lago di Faro (R.N.O. di Capo Peloro, ME)
Marino F., Gaglio G., Macri D., Bonfiglio R., Primerano D. & Lanteri G.

LIGHT LUNCH



ORE 14.30-15.50

ORE 15.50-17.10

PROGRAMMA

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE — III SESSIONE
Moderatore — Dott.ssa Manuela DALLA POZZA
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Legnaro (PD)

Ore 14.30-14.50

Coinfezione da lieviti e Thelohania contejeani nel gambero di fiume
(Austropotamobius pallipes) in Lombardia

Pretto T., Quaglio F., Magnabosco C., Ghia D., Galuppi R. & Manfrin A.

Ore 14.50-15.10

Episodio di mortalita in giovanili di alici (Engraulis encrasicolus)
sulla costa laziale

Fagioli P., Sirri R., de Aguiar Saldanha Pinheiro A.C., Volpe E., Micci C., Prioli
C. & Ciulli S.

Ore 15.10-15.30

Infestazione da Monobothrium wageneri (Cestoda: Caryophyllidea)
in 7inca tinca del Lago di Iseo e di Garda

Gustinelli A., Quaglio F., Caffara M. & Fioravanti M.L.

Ore 15.30-15.50

Segnalazione di un focolaio di peste del gambero in “"Red claw”
Cherax quadricarinatus allevati in Sicilia

Marino F., Pretto T., Monaco S., De Stefano C., Manfrin A., Perillo L. &
Quaglio F.

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE — IV SESSIONE
Moderatore — Prof.ssa Maria Letizia FIORAVANTI
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Legnaro (PD)

Ore 15.50-16.10

The effect of phytogenic feed additives (Biomin® P.E.P.) on gilthead
seabream performance

Santos G.A., Rodrigues V., Colen R., Ribeiro L., Encarnacdo P. & Dias J.

Ore 16.10-16.30

Valutazione del quadro sintomatologico, anatomopatologico ed
istologico in trote iridea (Oncorhynchus mykiss) esposte a dose sub-
letale di Chlorpyrifos

Scanzio T., Varello K., Benedetto A., Brizio P., Elia A.C., Squadrone S., Abete
M.C., Bozzetta E., Pavoletti E. & Prearo M.

Ore 16.30-16.50

Pattern di espressione del PCNA in neoplasie emocitarie di Mytilus
galloprovincialis: correlazione con proteine Ag-NOR e caratteristiche
citomorfometriche

Carella F. & De Vico G.

Ore 16.50-17.10

Alterazioni tiroidee in pesci stabulati in acquario pubblico: caso
clinico

Gibelli L., Nieddu G., Gelmetti D., Alborali L. & Salogni C.



OrRe 17.10

PROGRAMMA

Premiazioni

Dott. Marino PREARO

Segretario-Tesoriere S.I.P.I. — Istituto Zooprofilattico Sperimentale del
Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Torino

PREMIAZIONE TESI — Proclamazione del vincitore del premio
S.I.P.I. per la miglior tesi su argomenti di Ittiopatologia 2012

PREMIAZIONE MIGLIORE COMUNICAZIONE — Proclamazione del
vincitore del premio S.I.P.I. per la migliore comunicazione
orale 2012

PREMIAZIONE MIGLIOR POSTER — Proclamazione del vincitore del
premio S.I.P.I. per il miglior poster 2012

POSTER PRESENTATI:

1 — Esperienza gestionale di episodi di encefalo retinopatia virale in
branzini (Dicentrarchus labrax) allevati in vasche a terra
Fagioli P, Volpe E. & Ciulli S

2 — Influenza dei fattori ambientali nell'insorgenza di mortalita di
ostriche concave (Crassostrea gigas) causata da Herpes Virus-1
pvar: dati preliminari

Serracca L., Arcangeli G., Prearo M., Rossini 1., Battistini R., Magnabosco C.,
Varella P. & Ercolini C.

3 — Indagini sulla presenza di batteri patogeni in Trachemys scripta
in laghetti a margine di cittadine romagnole
Scaravelli D., Zaccaroni A., Tosi G., Chiusi A. & Massi P.

4 - Indagine sulle patologie batteriche riscontrate in cetacei
spiaggiati lungo le coste liguri durante il periodo 2009-2011

Tittarelli C., Pautasso A., Varello K., Bozzetta E., Serracca L., Battistini R.,
Grattarola C., Dondo A., Di Guardo G., Garibaldi F., Giorda F., Iulini B., Pintore
M.D., Goria M., Casalone C. & Mignone W.

5 — Osservazioni patologiche in larve, post-larve ed avannotti di
spigola (Dicentrarchus labrax) in corso di Aeromonosi
Florio D., Gustinelli A., Quaglio F., Caffara M., Zanoni R.G. & Fioravanti M.L.

6 — Episodio di Pseudomonosi in trote lacustri (Sa/mo trutta
lacustris) d’allevamento: prima segnalazione

Pavoletti E., Scanzio T., Arsieni P., Saragaglia C., Ghittino C., Marturano S. &
Prearo M.

7 — Studio di geni candidati per “selezione assistita da marcatori” ai
fini dellincremento della resistenza alla lattococcosi nella trota
iridea (Oncorhynchus mykiss)

Bertuzzi S., Colussi S., Maniaci M.G., Scanzio T., Peletto S., Modesto P., Di
Donfrancesco B., Acutis P.L. & Prearo M.
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PROGRAMMA

8 — Presenza di micobatteriosi atipica da Mycobacterium abscessus
in storione russo (Acipenser gueldenstaedtii) d'allevamento

Prearo M., Righetti M., Scanzio T., Pedron C., Arsieni P., Pavoletti E. &
Antuofermo E.

9 — Occurrence of Aggregata spp. (Apicomplexa, Aggregatidae) in
cephalopods from Sardinia waters (Western Mediterranean, with
observation of new species from Histioteuthis bonnellii, H. reversa
and Ancistroteuthis lichtensteini

Culurgioni J., Mereu M., Cuccu D., Agus B., Figus V. & Cau A.

10 — Aggregata (Apicomplexa: Aggregatidae) nell’allevamento di
Octopus vulgaris

Vanni A., Susini F., Fichi G., De Wolf T., Lenzi F., Lenzi C., Pirone A., Fronte B.
& Perrucci S.

11 — Comunita parassitaria in pesci prelevati da due siti a diverso
impatto antropico in provincia di Forli
Gustinelli A., Caffara M., Fioravanti M.L. & Scaravelli D.

12 — Zoonotic helminths parasites in commercial fish from three
coastal lagoons of southern Sardinia (Western Mediterranean)
Culurgioni J., Sabatini A., Cannella S., De Murtas R. & Figus V.

13 - Distribuzione delle larve plerocercoidi di Diphyllobothrium
latum nel filetto di pesce persico (Perca fluviatilis)

Prearo M., Gustinelli A., Di Donfrancesco B., Caffara M., Righetti M., Scanzio
T., Pavoletti E. & Fioravanti M.L.

14 — Presenza di larve di Anisakidae in totani (7odarodes sagittatus)
pescati lungo le coste siciliane e calabresi
Costa A., Casalinuovo F., Bonfiglio R., Pisano P., Sciortino S. & Di Noto A.M.

15 — Presenza di Myicola ostreae (Copepoda: Poecilostomatoida) in
ostrica concava ( Crassostrea gigas) importata dalla Francia
Gustinelli A., Zuccherato R., Giacomelli M. & Fioravanti M.L.

16 — Valutazione dello stato di salute in anuri in tre zone della
provincia di Ravenna
Scaravelli D., Zaccaroni A., Caffara M., Galuppi R. & Tampieri M.P.

17 — Biomarkers di stress ossidativo, livelli residuali e ormone
trilodotironina in trota iridea alimentata con diete medicate con
florfenicolo (FF)

Elia A.C., Fioravanti M.L., Zaccaroni A., Abete M.C., Parmeggiani A., Pacini N.,
Dorr A.J.M., Mordenti O. & Prearo M.

18 - Approccio diagnostico delle lesioni cutanee proliferative nelle
specie ittiche
Salogni C., Gibelli L., Alborali L. & Gelmetti D.

19 - Condrosarcoma oculare di un discus Symphysodon

aequifasciatus
Magi G.E., Rossi G. & Renzoni G.
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PROGRAMMA

20 — Approccio clinico e anatomopatologico di uno schwannoma
maligno in Carassius auratus
Sirri R., Diana A., Ceredi L., Scarpa F., Brachelente C. & Mandrioli L.

21 — Catture accidentali di cetorino (Cetorhinus maximus) nel Mar
Ligure

Tittarelli C., Varello K., Bozzetta E., Giorda F., Vivaldi B., Beltrame R., Prearo
M., Mignone W. & Garibaldi F.

22 — Invaginazione intestinale in un esemplare di Caretta caretta
spiaggiatosi sulle coste del ponente ligure

Giorda F., Garibaldi F., Mignone W. & Tittarelli C.

23 — La verita, vi prego (ci sono piu cose in acqua ...)
Vanelli M.

ORE 17.30-19.00 ASSEMBLEA DEI SOCI

ORE 19.30 APERITIVO

ORE 21.00 CENA SOCIALE
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PROGRAMMA

VENERDI 11 MAGGIO 2011

WORKSHOP

“SOSTENIBILITA, SANITA, QUALITA E SICUREZZA
ALIMENTARE NELLA FILTERA TROTA IRIDEA”

in collaborazione con:

Universita degli Studi di Udine

Associazione Piscicoltori Italiani ™ . A
Facolta di Medicina Veterinaria

- v, R
M@

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
del Piemonte, Liguria e Valle dAosta

ZOOPROFILATTICO

ISTIYUTYO

IIVININIYNTLS

246 Morsorts Ligars » Yade d Aoats

o At
ORE 08.30 - 09.00 REGISTRAZIONE DEI PARTECIPANTI
ORE 09.00-09.30 SALUTO DELLE AUTORITA

MODERATORI:

DortT. GIUSEPPE ARCANGELI

Responsabile del Centro di Referenza Nazionale per lo studio e la diagnosi
delle malattie dei pesci, dei molluschi e dei crostacei, IZS Venezie

Dortr. PIERANTONIO SALVADOR
Presidente Associazione Piscicoltori Italiani
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PROGRAMMA

PRIMA PARTE: ALLEVAMENTO, QUALITA E SALUBRITA DEL PRODOTTO

ORre 09.30-10.00 LA TROTA IRIDEA: SITUAZIONE ATTUALE E
PROSPETTIVE A LIVELLO NAZIONALE E
INTERNAZIONALE

DoOTT. ANDREA FABRIS
Associazione Piscicoltori Italiani - Verona

ORrE 10.00-10.30 ALIMENTAZIONE: POSSIBILI STRATEGIE PER LA
RIDUZIONE DELL'IMPATTO AMBIENTALE

PROF. EmiLio TIBALDI
Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria - Udine

Ore 10.30-11.00 QUALITA’ E SALUBRITA’ DEL PRODOTTO TROTA

PROF.55A BIANCA MARIA POLT
Universita degli Studi di Firenze, Dipartimento di Scienze Zootecniche -

Firenze
ORE 11.00-11.20 COFFEE BREAK
OrRe 11.20-11.50 ASPETTI NORMATIVI E PROBLEMATICHE DI TIPO

IGIENICO-SANITARIO DEL PRODOTTO TROTA

DorT. ALFREDO MENGOLI
ASL Bologna - Bologna

OrRe 11.50-12.20 L’ALLEVAMENTO BIOLOGICO DELLA TROTA: UNA
PROSPETTIVA PER LA FILIERA DI QUALITA’

DorT. GIUSEPPE LEMBO
COISPA Tecnologia & Ricerca — Torre a Mare (BA)

ORE 12.20-13.00 DISCUSSIONE

ORE 13.00-14.30 LIGHT LUNCH

SECONDA PARTE: MALATTIE EMERGENTI NELLA FILTERA TROTA

ORE 14.30-15.30 ALPHAVIRUS NEI SALMONIDI

DOTT. STEPHEN FEIST
CEFAS — Weitmouth - GB

ORE 15.30-16.00 RED MARK SYNDROME
PROF. MARCO GALEOTTT

Facolta di Medicina Veterinaria - Udine
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ORE 16.00 - 16.15

ORE 16.15-17.50

Ore 17.50-18.20

ORE 18.20 - 18.45

ORE 18.45 -19.00

PROGRAMMA

COFFEE BREAK

NUOVE STRATEGIE TERAPEUTICHE IN TROTICOLTURA
Dorr. EmiLio GUANDALINI
Istituto Superiore di Sanita - Roma

PATOLOGIE NOTIFICABILI DEI SALMONIDI:
PRINCIPALI ASPETTI NORMATIVI DI CONTROLLO
DorT. GIUSEPPE BOVO

DISCUSSIONE FINALE

TEST FINALE DI APPRENDIMENTO
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ABSTRACT — COMUNICAZIONI ORALI

DIRETTIVA 2006/88 /CE IN FRIULI VENEZIA GIULIA: ESPERIENZA PILOTA NELLA STESURA
DI INDICAZIONI OPERATIVE PER IL RILASCIO DELL’AUTORIZZAZIONE SANITARIA ALLE
IMPRESE DI PISCICOLTURA E RELATIVI STABILIMENTI DI LAVORAZIONE

Palei M.}, Boscolo D.%, Zanolla M.}, Berton D.2, Fabris A.*, Cocchi M.® & Dalla Pozza M.’

' Servizio di Sicurezza Alimentare, Igiene della Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria della Regione
Friuli Venezia Giulia; > Azienda per i Servizi Sanitari n. 5 “Bassa friulana”; * Azienda per i Servizi
Sanitari n. 6 "Friuli Occidentale”; * Associazione Piscicoltori Italiani; ° Istituto Zooprofilattico

Sperimentale delle Venezie.

L'acquacoltura rappresenta il settore di produzione alimentare in piu rapido accrescimento ed e ormai
la fonte di quasi il 50 % della produzione ittica mondiale. Poiché la maggior parte delle zone di pesca
ha raggiunto il massimo potenziale, essa presenta tutte le caratteristiche necessarie per contribuire a
guesta crescente domanda di prodotti. Le Regioni del nord-est sono particolarmente vocate alle attivita
di acquacoltura. Il Friuli Venezia Giulia produce circa il 30% delle trote iridee allevate nel nostro
paese. La nuova legislazione europea (Direttiva 2006/88/CE e pacchetto igiene) richiede il controllo
dello stato sanitario degli animali acquatici e la vigilanza sull’igiene dei prodotti e sulla loro sicurezza,
al fine di evitare perdite economiche e garantire la tutela dei consumatori. L’Italia ha recepito questa
nuova disciplina con il Decreto Legislativo n. 148 del 4 agosto 2008 e con successive disposizioni
ministeriali, che prevedono I’avvio della registrazione/autorizzazione delle aziende e conseguente
messa in atto delle procedure gestionali ed igienico sanitarie ad esse correlate. 1l Servizio di Sicurezza
Alimentare, lgiene della Nutrizione e Sanita Pubblica Veterinaria della Regione Friuli Venezia Giulia
ha istituito un tavolo tecnico, a partire da novembre 2011, con il supporto e la partecipazione di
rappresentanze delle Aziende per i Servizi Sanitari friulane, del Centro di Referenza Nazionale per la
patologia dei pesci, molluschi e crostacei presso I’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie e
dell’ Associazione Piscicoltori Italiani (API), finalizzato alla predisposizione di linee guida per
I’applicazione sul campo delle succitate norme europee e nazionali. L’obiettivo perseguito ¢ stato
quello di fornire ad allevatori, veterinari d’allevamento e operatori del servizio veterinario pubblico,
procedure chiare, condivise e contestualizzate al territorio ed alle tipologie produttive del settore
d’acquacoltura friulano. Con DDS SIC ALIM n. 122/VETAL del 22/2/2012 sono state pubblicate e
diffuse indicazioni operative per |’applicazione, in particolare, del DM 3 agosto 2001, recante
disposizione per il rilascio dell’autorizzazione sanitaria alle imprese di acquacoltura ed agli
stabilimenti di lavorazione. Esse elencano con precisione le tipologie di aziende ed impianti soggetti a
registrazione ed autorizzazione rispetto a quelli che, in deroga, devono essere solo registrati. Specifici
allegati del succitato Decreto, descrivono la modalita con cui formulare la richiesta di
registrazione/autorizzazione e la relativa documentazione da presentare, da parte dell’allevatore. Come
noto, fra i requisiti per 1’ottenimento dell’autorizzazione vi sono, in particolare, la corretta tenuta dei
registri (carico e scarico, mortalita), oltre alla presentazione di un piano di sorveglianza igienico-
sanitaria basato sul rischio. A tale proposito sono stati messi a disposizione degli operatori, registri ad
hoc (specifici per gli impianti d’acquacoltura, per i mezzi di trasporto e per i laghetti di pesca
sportiva), ognuno corredato da linee guida per la compilazione. E’ stata inoltre predisposta una scheda
di raccolta dati per effettuare I’analisi del rischio di introduzione e diffusione delle infezioni ai sensi
della Decisione 2008/896/CE e un fac-simile del relativo documento di presentazione del piano di
sorveglianza igienico-sanitaria basato sul rischio. Inoltre, specifiche indicazioni operative sono state
predisposte in relazione alla modalita di raccolta, conservazione e trasporto dei campioni al
laboratorio, unitamente ad una scheda standard di invio campioni. Questo Decreto regionale, primo
esempio in ambito nazionale, ha 1’obiettivo di chiarire e semplificare le modalita applicative della
norma europea € nazionale e assicurare il piu possibile un’omogenea applicazione della stessa sul
campo.
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ABSTRACT — COMUNICAZIONI ORALI

RISCHIO DI DIFFUSIONE DI WHITE SPOT SYNDROME VIRUS (WSSV) TRAMITE
L’IMPORTAZIONE DI MAZZANCOLLE TROPICALI (LITHOPENAEUS VANNAMEI)
CONGELATE

Sambo V.*, Manfrin A.*, Pretto T.*, Magnabosco C. !, Dundon W.> & Quaglio F.?

! |stituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Via L. da Vinci, 39 — 45011 Adria (RO); ? Istituto
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie — Viale Universita, 10 — 35020 Legnaro (PD);
3 Dipartimento di Biomedicina Comparata ed Alimentazione (BCA), Viale dell' Universita, 16 — 35020
Legnaro (PD).

L’intensificazione dell’allevamento dei gamberi, importante risorsa economica in tutto il mondo, ¢
stata accompagnata dallo sviluppo di molte malattie infettive, in particolare di origine virale, che
hanno provocato una diminuzione della produzione con conseguenti ingenti perdite economiche.

La prima segnalazione della “Malattia dalle macchie bianche” o White Spot Syndrome Disease
(WSSD), una delle pit minacciose patologie per la crostaceicoltura, risale al 1992 nell’isola di
Taiwan.

Il virus della White Spot Syndrome (WSSV) é estremamente virulento, contagioso e provoca elevate
mortalita nella maggior parte delle specie di peneidi allevate nel mondo. E’ stato dimostrato che
WSSV é altamente patogeno per numerose altre specie di crostacei: granchi marini, copepodi, gamberi
e granchi di acqua dolce. Alcuni autori considerano 1’importazione di gamberi congelati una probabile
fonte di diffusione di WSSV per invertebrati acquatici sensibili alla malattia. Durante il 2011 sono
stati analizzate 360 mazzancolle tropicali (Lithopenaeus vannamei) decapitate e congelate provenienti
da Panama e 365 dall’Ecuador, importate da grossisti che gravitano sul mercato ittico di Chioggia. |
gamberi sono stati analizzati prelevando da singoli individui un frammento di pleopode e costituendo
campioni di cinque soggetti ciascuno. Ogni pool € stato processato mediante PCR seguendo la
procedura definita dal Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals, ed. 2009 (OIE). Sono risultati
positivi per WSSV 8 pools su 66 (12,1%) dei gamberi provenienti da Panama e 3 su 65 (4,6 %) di
origine ecuadoregna. Tutte le positivita sono state confermate mediante sequenziamento del prodotto
di amplificazione. Tali risultati sono in linea con quanto riportato in bibliografia da altri autori negli
Stati Uniti e confermano la potenziale pericolosita di questa tipologia di prodotto. Il rischio di
infezione puo derivare dagli scarti di lavorazione, qualora vengano in contatto direttamente o
indirettamente con organismi recettivi, per illegale smaltimento in ambiente acquatico od uso
improprio come alimento per crostacei, oppure dalle acque reflue degli impianti di trasformazione non
correttamente trattate prima di essere rilasciate nell’ambiente
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ISOLAMENTO DI CEPPI GENETICAMENTE DISTINTI DI BETANODAVIRUS DA CASI
CLINICI DI ENCEFALORETINOPATIA VIRALE IN PESCI SELVATICI IN PUGLIA

Vendramin N.%, Patarnello P.?, Toffan A.*, Cappellozza E.", Panzarin V.*, Terregino C.' & Cattoli G.*

' Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, viale dell Universita, 10 - 35020 Legnaro,
Padova, Italy; * Fish Pathologist private expert.

L’Encefaloretinopatia virale (ERV) ¢ una grave patologia causata da Betanodavirus. La malattia, che
si presenta in forma clinica con una tipica sintomatologia nervosa e mortalitd anche gravi, e stata
osservata in tutto il mondo in piu di 45 specie ittiche diverse. Il virus, o il suo genoma, sono
frequentemente rilevati in esemplari selvatici, apparentemente sani. Tra le specie suscettibili alla
malattia, quelle appartenenti al genere Epinephelus sono fortemente rappresentate.

In questo studio, che costituisce il primo report ufficiale di focolaio clinico di ERV in pesci selvatici
nel bacino del Mediterraneo, si presentano i dati relativi a casi clinici riscontrati nell’area marina di
competenza della regione Puglia tra la fine dell’estate e I’inizio dell’autunno 2011. Il ritrovamento in
superficie di esemplari di diverse specie ittiche selvatiche agonizzanti da parte di alcuni pescatori e
I’osservazione da parte di guide subacquee locali di pesci con sintomi nervosi hanno suscitato un certo
allarmismo.

Gli animali moribondi sono stati osservati nel mare antistante la localita di Santa Maria di Leuca
(Lecce): in particolare sono stati prelevati esemplari di cernia bruna (Epinephelus marginatus), cernia
dorata (Epinephelus alexandrinus) e spigola (Dicentrarchus labrax), con grave sintomatologia
nervosa. L’esame anatomopatologico ha evidenziato lesioni oculari, dilatazione addominale (dovuta
ad iperinsufflazione della vescica), e congestione cerebrale. Durante il focolaio, cinque esemplari
moribondi sono stati sottoposti ad indagini virologiche. Le analisi hanno confermato la presenza
dell’agente eziologico della ERV (Betanodavirus) in tutti gli animali sintomatici analizzati. Sebbene
I’analisi genetica abbia identificato tutti gli isolati come appartenenti al genotipo RGNNYV, il piu
comunemente descritto nel Mediterraneo, questi si sono rilevati filogeneticamente distinti,
supportando I’ipotesi di un’origine diversa dei virus responsabili dei casi clinici nei selvatici.
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STUDIO DI PATOGENICITA’ DI DIECI CEPPI DIVERSI DI BETANODAVIRUS IN
DICENTRARCHUS LABRAX INFETTATI SPERIMENTALMENTE

Vendramin N. !, Toffan A.*, Cappellozza E.*, Mancin M.*, Bovo G.", Capua I.! & Terregino C.!

' Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, viale dell Universita, 10 - 35020 Legnaro,
Padova, Italy

L’encefalo retinopatia virale (ERV) é una grave malattia causata da virus a RNA di piccole dimensioni
(25-30 nm) che appartengono alla famiglia Nodaviridae, genere Betanodavirus.

Il genotipo RGNNV ¢ il piu diffuso nel bacino del Mediterraneo, tuttavia sono stati isolati anche altri
genotipi e ceppi riassortanti (RGNNV/SINNV e SINNV/RGNNV). L’esistenza di questi diversi
Betanodavirus pu0 rappresentare uno dei fattori che caratterizzano il differente andamento dei focolai
osservati in campo.

Al fine di approfondire le conoscenze sulla patogenicita dei ceppi circolanti nel Mediterraneo, 10
ceppi di Betanodavirus, differenti per origine e/o genotipo e rappresentativi dei diversi genotipi
attualmente descritti, sono stati testati “in vivo” in esemplari giovanili di spigola (Dicentrarchus
labrax). Lo studio é stato condotto infettando per bagno gruppi formati da 80 giovanili di spigola con
10*® TCIDso/ml dei diversi virus selezionati e monitorando gli animali per 68 giorni. | soggetti morti
sono stati analizzati singolarmente mediante Real Time RT-PCR per Betanodavirus e le curve di
mortalita sono state calcolate mediante analisi di Kaplan-Meier. | risultati hanno evidenziato in modo
statisticamente significativo un diverso grado di patogenicita tra i ceppi utilizzati. La mortalita
osservata € risultata compresa tra il 9% e 37%. Oltre alla mortalita, in misura variabile, & stato
osservato un significativo aumento della disomogeneita e un significativo calo ponderale nei gruppi
infettati rispetto al gruppo di controllo.

Ricerca effettuata con i fondi del progetto europeo EPIZONE (FP6-2004-Food-3-A).
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VALUTAZIONE DELLA MINIMA CONCENTRAZIONE INIBENTE NEI CONFRONTI
DEL FLORFENICOLO IN CEPPI DI AEROMONAS HYDROPHILA ISOLATI DA TROTA

Cocchi M., Di Giusto T., Sello M., Di Sopra G., Bregoli M. & Deotto S.
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, sezione di Udine.

Il genere Aeromonas comprende bacilli Gram negativi, ossidasi positivi, normalmente presenti
nell’ambiente acquatico. Nell’allevamento della trota, Aeromonas (A.) salmonicida subsp. salmonicida
¢ I’agente causale della foruncolosi classica. Accanto ad essa altre specie del genere Aeromonas, come
ad esempio A. hydrophila sono state associate a quadri patologici che esitano in gravi danni per
I’allevamento. Differenti sono le strategie messe in atto per controllare e combattere I’insorgenza e
I’evoluzione della patologia, inclusi il miglioramento delle buone pratiche di allevamento, I'utilizzo di
vaccini ed immunostimolanti non specifici ¢ 1’uso di antibiotici. In acquacoltura, in Italia, attualmente
€ consentito I’uso delle seguenti molecole antibiotiche: clorotetraciclina, ossitetraciclina, flumequine,
sulfamidico potenziato e amoxicillina. Mediante ricetta in deroga, inoltre, esiste la possibilita di
prescrivere a fini terapeutici altre molecole, quali il florfenicolo (FLO), antibiotico fenicolato,
caratterizzato da un ampio spettro d’azione. Esso € chimicamente correlato al cloramfenicolo (CAF),
farmaco capostipite isolato da un ceppo di Streptomyces venezuelane, che é stato ampiamente
utilizzato fino alla scoperta a partire dagli anni ‘60 di una forma di anemia aplastica irreversibile e non
dose correlata. Per questo motivo dal 1994 1’uso nei paesi UE ¢ autorizzato negli animali solo per le
specie da compagnia e per quelle non destinate alla produzione di alimenti. Il meccanismo d’azione
dei fenicolati consiste nell’inibizione della sintesi proteica delle cellule procariote. Diversi studi hanno
mostrato che il florfenicolo & efficace nel trattamento di patologie batteriche in diverse specie
acquatiche.

Obiettivo del presente lavoro ¢ stato valutare la minima concentrazione inibente (MIC) nei confronti
del florfenicolo in 19 ceppi di A. hydrophila isolati da cute, rene e milza in corso di patologia.

I ceppi sono stati identificati fenotipicamente applicando protocolli precedentemente descritti quali
colorazione di Gram, test dell’ossidasi, resistenza all’agente vibriostatico O/129 10 pg e 150 pg,
Ulteriori test sono stati eseguiti tramite il kit biochimico miniaturizzato, APl 20NE (bioMérieux,
Marcy-1’Etoile, France). I 19 ceppi appartenevano a 4 distinti allevamenti.

La MIC é stata determinata con il test di microdiluizione in piastra, ed interpretata in accordo con le
linee guida del Clinical and Laboratory Standards Institute (M49-A vol. 26 No 24, 2006).
Parallelamente i ceppi sono stati testati con metodo dell’agar diffusione. Tutti i ceppi sono risultati
sensibili al FLO.

Per quanto riguarda i risultati della MIC, sono stati riscontrati valori compresi fra 0,5 ug/ml e 2 ug/ml.
In particolare 4/19 (21,0%) ceppi presentavano un valore pari a 0,5 ug/ml, 11/19 (57,8%) un valore
pari a1 ug/ml, 4/19 (21,0%) un valore pari a 2 ug/ml. Inoltre, i valori di MIC considerati nel singolo
allevamento, presentavano andamento uniforme.

Precedenti studi hanno evidenziato che in ceppi di Aeromonas spp. isolati da trote, la resistenza al
florfenicolo appariva meno diffusa rispetto ad altri antibiotici, come ad esempio tetraciclina e
amoxicillina.

La resistenza agli antibiotici & considerata un problema emergente e importante in sanita pubblica. In
questo contesto, considerando che il FLO pu0 essere utilizzato per la terapia nei confronti di talune
patologie batteriche, risulta importante monitorarne I’andamento della resistenza.
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VIBRIOSI DA VIBRIO HARVEYI IN SPIGOLE (DICENTRARCHUS LABRAX) ALLEVATE
IN ITALIA

Florio D.', Balsamo V.2, Gustinelli A.", Quaglio F.?, Caffara M.*, Zanoni R.G.* & Fioravanti M.L."

'Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Alma Mater Studiorum Universita di Bologna;
?Biologo; * Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimentazione, Universita di Padova.

Ampiamente riconosciuto nel passato come agente patogeno di crostacei, molluschi ed elasmobranchi,
Vibrio harveyi (sin. V. carchariae e V. trachuri) negli ultimi anni é stato riportato come agente di
malattia in pesci marini d’allevamento in diversi areali geografici, compreso il bacino del
Mediterraneo. Nel corso del 2011 sono stati osservati, in spigole (Dicentrarchus labrax) di peso
compreso tra 155 e 230 g allevate in un impianto intensivo a terra, ripetuti episodi di malattia
caratterizzati da anoressia, dimagrimento ed atassia natatoria, con mortalita a stillicidio protrattasi da
maggio ad ottobre. Su 8 lotti pervenuti in laboratorio venivano effettuati esami necroscopici,
parassitologici e RT-PCR per ricerca di Betanodavirus secondo procedure di laboratorio standard. Per
quanto concerne 1’esame batteriologico, semine da cervello e rene venivano condotte su terreni di
primo isolamento, quali Agar Sangue (AS) e Trypticase Soy Agar (TSA)+ 1,5% NaCl, e su terreni
semi-selettivi quali Tiosulphate-Citrate-Bile Salts-sucrose Agar (TCBS) ed incubate a 25°C #1.
Porzioni di branchie, cervello e organi viscerali venivano inoltre fissati in formalina tamponata al 10%
per I’esame istologico. All’esame necroscopico si poteva osservare accentuato dimagrimento, cheratite
monolaterale, splenomegalia e congestione cerebrale di lieve o moderata entitd. L[’esame
parassitologico ha messo in evidenza, con prevalenze ed intensita variabili ma mai tali da poter essere
posti in relazione al determinismo degli episodi morbosi, la presenza di Trichodina sp., Amyloodinium
ocellatum, Diplectanum aequans e Sphaerospora dicentrarchi. Tutti i campioni sono risultati negativi
per Betanodavirus. L’esame batteriologico ha permesso di isolare da tutti i soggetti di 4 dei lotti
esaminati Vibrio harveyi in quantita significativa dal cervello. Gli isolati sono stati identificati su base
feno-genotipica. Gli esami istologici hanno evidenziato costantemente grave malattia branchiale con
teleangectasie, emorragie ed edema in presenza di parassiti e batteri. Focolai necrotici con aggregati di
batteri venivano osservati in fegato e milza e, in alcuni soggetti, nel cuore. Nel rene si rilevava
glomerulonefrosi, ectasia dei tubuli, iperemia interstiziale e necrosi focale. La muscolatura scheletrica
presentava degenerazione ialina. A livello cerebrale venivano evidenziati accentuata congestione,
emorragie, microgliosi e necrosi focale in associazione a presenza di batteri. In alcuni casi era presente
anche congestione dei vasi meningei e dei plessi coroidei, con infiltrazione melanomacrofagica. Nel
dicembre 2011 si é avuta occasione di osservare un episodio morboso in spigole (peso medio 85 g)
allevate in un altro impianto intensivo a terra, con lesioni erosive a livello di cute e pinne, cheratite
monolaterale, lieve splenomegalia e mortalita a stillicidio; in alcuni soggetti si evidenziava
congestione cerebrale. Da due dei tre lotti esaminati si € isolato V. harveyi in quantita significativa dal
cervello. La semina di raschiati cutanei su Flexibacter Maritimus Medium (FMM) ha permesso di
isolare Tenacibaculum maritimum. Alla luce degli episodi qui riportati, V. harveyi potrebbe
rappresentare un patogeno emergente per la maricoltura nazionale. Ricerche volte a delucidarne i
meccanismi patogenetici ed i determinanti di virulenza, che sembrano essere ceppo-dipendenti,
nonché i fattori ambientali e gestionali che possono condizionarne I’emergenza in allevamento
appaiono quindi necessarie.
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INDAGINI SU EPISODI DI MORTALITA IN MUGGINI NEL LITORALE MARCHIGIANO.
ANALISI DI LABORATORIO E DATI AMBIENTALI A CONFRONTO

Bartozzi B., Antognini E., Canonico C., Ottaviani D., Leoni F., Anzalone L., Ghittino C., Gavaudan
S., Spagnuolo L.*, Rocchegiani E. & Latini M.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale dell’Umbria e delle Marche; * ASUR Marche.

Le morie di pesci in acque libere rappresentano un evento sempre piu frequente che pud essere
determinato da vari fattori: ambientali, infettivi, antropici. Sempre piu spesso ci si trova di fronte a
problematiche di carattere sanitario-ambientale la cui corretta diagnosi richiede un approccio
interdisciplinare. In quest’ottica si presenta un caso di una duplice moria di muggini avvenuta sulle
coste marchigiane durante I’inverno 2012. Si sono confrontati i dati ambientali con i dati fisiologici e
i risultati analitici per la ricerca di agenti patogeni. | due casi sono avvenuti il 2 febbraio 2012 presso
Collemarino, una frazione del comune di Ancona e il 14 marzo 2012 presso il porto di Ancona sito 5
km piu a sud del caso antecedente. Il litorale considerato € comungue omogeneo e tra i due siti non &
presente nessun ostacolo naturale essendo una spiaggia continua. In entrambi i casi sono stati rinvenuti
diverse decine di soggetti sulla spiaggia in ottimo stato di conservazione e i campioni sono stati
trasportati al laboratorio refrigerati nello stesso giorno. Nell’episodio di febbraio sono stati colpiti
soggetti di medie dimensioni (circa 300 g.) della specie Chelon labrosus (cefalo bosega), di questi
sono pervenuti in laboratorio 20 soggetti. Nell’episodio di marzo sono stati colpiti soggetti di piccole
dimensioni (soggetti con peso minore di 100 g.) della specie Liza aurata (cefalo dorato), di questi sono
pervenuti in laboratorio 25 soggetti. L’esame necroscopico non ha evidenziato in nessun caso lesioni
anatomo-patologiche rilevanti. Le branchie apparivano in buono stato mentre era presente solo una
lieve splenomegalia in tutti i soggetti. Gli esami dei biomarker hanno presentato dei valori alti di
destabilizzazione lisosomiale con pochissime cellule stabili a 60 minuti nell’evento di febbraio (meno
del 10%) e addirittura con un 100% di cellule instabili nell’evento di marzo. Anche la presenza di
micronuclei & stata piuttosto alta con soggetti che presentavano una frequenza superiore al 10%y, in
febbraio e arrivavano comunque all’ 80/00 nell’evento di marzo. E’stata effettuata una PCR da milza
che esclude la presenza di Photobacterium damselae piscicida. L’esame batteriologico dal rene ha
dato esito negativo mentre quello effettuato dalla milza ha invece permesso di isolare il Vibrio gigantis
nella specie Liza aurata. Vibrio identificato biochimicamente con la chiave di Noguerola. | dati
ambientali hanno mostrato che gli eventi atmosferici non possono essere direttamente collegati con le
morie in questione. Dal punto di vista delle temperature la zona presenta storicamente una temperatura
media che varia tra i 5-6°C in gennaio, i 6-7°C in febbraio e gli 8-10°C in marzo. Nei 3 giorni
precedenti all’episodio di mortalita in febbraio la temperatura media é stata di 4-5°C, tranne che per il
31 gennaio 2012, in cui si € abbassata fino a 3-4°C, quindi leggermente sotto alla media stagionale. In
questo caso i parametri di temperatura dell’acqua (7,9°C) ed ossigeno disciolto (92% saturazione)
sono risultati comunqgue compatibili con uno stato fisiologico dei pesci. La temperatura media dei tre
giorni prima dell’episodio di mortalita avvenuto in marzo é stata di 7-9°C con un picco di 10°C il 14
marzo. Per le piogge, a fronte di una completa assenza di precipitazioni in marzo, c’¢ stata una
precipitazione di oltre 60 mm il 1 febbraio. Questo evento € stato comunque a carattere nevoso e
quindi non ha creato overflowing con conseguente passaggio diretto delle acque meteoriche verso il
mare; evento che generalmente avviene superati i 10 mm di pioggia. Nello stesso periodo non sono
risultate fioriture algali particolari, tranne un leggero aumento di Pseudonitzschia in marzo. | dati nel
loro complesso portano ad alcune considerazioni. | risultati dei biomarker fanno pensare che gli
animali siano stati sottoposti ad uno stress ambientale piuttosto forte e duraturo nel tempo che pero
non sembra essere la causa di morte. Cosi come non sembrano essere causa di morte neanche le
condizioni meteorologiche. Degno di interesse sembra invece essere 1’isolamento di Vibrio gigantis,
batterio che ¢ stato in precedenza isolato da emolinfa di ostriche (Crassostrea gigas) ma il cui ruolo
patogeno non € stato evidenziato in precedenza per questa specie.
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MESSA A PUNTO DI UN METODO DI QUANTIFICAZIONE ASSOLUTA DELL’mRNA DI
UN PANEL CITOCHINICO E SUA APPLICAZIONE IN CORSO DI INFEZIONE DA
PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. PISCICIDA

Volpe E.}, Volpatti D.2, Bulfon C.%, Galeotti M., Prosperi S.* & Ciulli S.*

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Alma Mater Studiorum; ? Dipartimento di Scienze
degli Alimenti, Universita degli Studi di Udine.

Un metodo di quantificazione assoluta in Real Time PCR per 1’analisi dell’espressione genica di 3
citochine del branzino (Dicentrarchus labrax) e stato sviluppato e applicato in corso di infezione
sperimentale con Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp). Al fine di effettuare una
guantificazione assoluta € stato utilizzato il metodo della curva standard; questo metodo permette di
esprimere i risultati della quantificazione come copie di cDNA per pl.

Per ogni citochina del branzino IL-1p, IL-6 e IL-8 é stato selezionato un frammento specifico, cosi
come per ’RNA 18S del branzino da utilizzare come housekeeping per la normalizzazione dei
risultati. Le curve standard sono state allestite utilizzando del DNA plasmidico ottenuto inserendo il
frammento specifico in un vettore plasmidico (pCR 4-TOPO Vector). | plasmidi ottenuti sono stati
linearizzati e quantificati al fine di creare standard di riferimento robusti e stabili per studi a lungo
termine. La Real Time PCR é stata allestita con la chimica SYBR Green | utilizzando il sistema 7300
Real Time PCR (Applied Biosystem). Dopo ogni reazione € stata analizzata la curva di dissociazione
del prodotto per verificarne la specificita. La sensibilita della metodica € stata valutata testando
diluizioni seriali del plasmide. Al fine di applicare la metodica allo studio della risposta immunitaria in
corso di infezione sperimentale da Phdp branzini di 5 g sono stati acclimatati e quindi campionati ad
intervalli di tempo per verificare il livello basale di espressione citochinica dei soggetti in condizioni
normo-fisiologiche. Successivamente i soggetti sono stati sottoposti a challenge con il ceppo 213/ITT
di Phdp gentilmente fornito dal Dr. Manfrin dell’IZS delle Venezie. L’infezione sperimentale ¢ stata
effettuata su soggetti di circa 50 g tramite iniezione intraperitoneale di 100 pl di una sospensione
contenente 1,9x10"ufc/ml. 1l rene e la milza di 3 soggetti sono stati prelevati 24 e 72 ore post-infezione
e conservati per 1’estrazione dell’RNA.

Per ciascuna citochina é stato ottenuto un plasmide con un numero di copie/ul compreso fra 0,3 e
2,4x10°. L’analisi della curva di dissociazione ha confermato la specificita di reazione mostrando la
presenza di un singolo picco. Il limite di sensibilita per il rilevamento dei geni citochinici € risultato
rispettivamente di 2,4 x10%, 1,8 x10%, 1,6 x10" e 0,3 x10* copie/pl per IL-1B, IL-6, IL-8 e 18S. Tutte le
corse effettuate hanno dato valori di R%>0,99 e una efficienza di 1.00 + 0.20. Le prove di ripetibilita
intra-assay hanno dato valori compresi fra <0,5 e <0,9 Std. Dev. Ct. per tutte le citochine mostrando
una elevate riproducibilita della prova. Il metodo messo a punto si € quindi mostrato sensibile,
riproducibile ed accurato per la quantificazione dei livelli di mRNA delle 3 citochine analizzate nel
branzino. | soggetti in condizioni normo-fisiologiche hanno mostrato valori assoluti medi di 2,4 x10,
7,4 x10" e 1,2 x10° copie/pl nella milza e di 6,4x10", 1,5x10" e 4x10° copie/pl nel rene rispettivamente
per IL-1pB, IL-6 e IL-8. | valori citochinici sono stati monitorati attraverso 5 campionamenti effettuati
durante 39 giorni di osservazione, tali valori non hanno mostrato differenze statisticamente
significative durante tale periodo, evidenziando una elevata stabilita dei valori citochinici che indica
I’assenza di fattori interferenti nel processo di stabulazione. Nei soggetti sottoposti a challenge ¢ stata
invece evidenziata una elevata sovra espressione dei livelli di tutte 3 le citochine con un incremento
minimo di 1 logaritmo sia nel rene che nella milza 24h post infezione. | dati a 72 ore p.i. mostrato un
lieve decremento dei valori di tutte e tre le citochine anche se con differente cinetica. Lo studio
effettuato ha permesso quindi di monitorare I’andamento di 3 importanti citochine pro-infiammatorie
in corso di infezione da Phdp, apportando importanti informazioni propedeutiche alla messa a punto di
efficaci vaccini contro questa grave patologia delle specie eurialine.

Ricerca effettuata con fondi di ricerca del Ministero dell Istruzione, dell’Universita e della Ricerca, Progetti di Ricerca di
Interesse Nazionale PRIN 2008.
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PATOLOGIE IN CEFALI DEL LAGO DI FARO (R. N. O. DI CAPO PELORO, ME)
Marino F., Gaglio G., Macri D.*, Bonfiglio R., Primerano D. & Lanteri G.

Centro di Ittiopatologia Sperimentale della Sicilia, Dipartimento di Sanita Pubblica Veterinaria,
Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Messina; * Istituto Zooprofilattico
Sperimentale della Sicilia — Palermo.

Nei mesi di novembre e dicembre 2011 sono stati effettuati dei campionamenti autorizzati nel lago di
Faro (ME) al fine di valutare lo stato igenico-sanitario delle specie ittiche presenti. I laghi di Faro e
Ganzirri sono stati dichiarati beni d’interesse etno-antropologico, in quanto sedi di attivita lavorative e
produttive tradizionali, come la mitilicoltura e tellinicoltura; peraltro si trovano in una zona fortemente
antropizzata. 41 esemplari di cefalo sono stati campionati e sacrificati per analisi istopatologiche,
microbiologiche e parassitologiche. | soggetti sono stati sottoposti ad esame necroscopico per
evidenziare la presenza di possibili lesioni. Gli organi estratti sono stati in parte analizzati a fresco e in
parte fissati il in formalina tamponata al 10%. Sui campioni fissati sono state eseguite le colorazioni
Ematossilina-Eosina (EE), Ziehl-Neelsen (ZN) e le analisi immunoistochimiche, mentre su i campioni
freschi sono state effettuate analisi parassitologiche e microbiologiche. All’esame istologico ¢ stato
possibile osservare due differenti tipologie di lesioni. In 21 (51,2%) dei soggetti analizzati sono stati
riscontrati granulomi singoli o multipli soprattutto a livello splenico, epatico e renale e in minore
guantita anche nel cuore. Le lesioni si presentavano a diverso stadio di evoluzione, da granulomi in
stadio iniziale, costituiti da cellule epitelioidi e macrofagi circondati da radi linfociti, a granulomi in
stadio avanzato caratterizzati da un’area centrale di materiale amorfo eosinofilico circondato da cellule
epitelioidi, linfocitarie e da una capsula connettivale di spessore variabile. In tutti i casi i granulomi
mostravano positivita alla colorazione di ZN. L’esame immunoistochimico effettuato con anticorpo
anti-Mycobacterium avium, reattivo anche nei confronti di diverse altre specie del genere
Mycobacterium, é risultato positivo. Su 8 (19,5%) dei cefali osservati sono stati riscontrate numerose
metacercarie di trematodi digenei incistate in stomaco, intestino, rene e fegato. Su 4 (9,7%) esemplari,
I’esame istopatologico ha mostrato la presenza di entrambe le tipologie di lesioni. | dati preliminari
ottenuti evidenziano la presenza e la diffusione di Mycobacterium spp. nell’area lagunare-costiera da
noi analizzata. Per la caratterizzazione della/e specie patogene le analisi molecolari sono attualmente
in corso. L’interesse della presente segnalazione nasce dai risvolti igienico-Sanitari derivanti dalla
presenza di patogeni potenzialmente zoonaotici in aree urbanizzate.
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COINFEZIONE DA LIEVITI E THELOHANIA CONTEJEANI NEL GAMBERO DI FIUME
(AUSTROPOTAMOBIUS PALLIPES) IN LOMBARDIA

Pretto T.%, Quaglio F.2, Magnabosco C.!, Ghia D.?, Galuppi R.* & Manfrin A.*

' 1ZS delle Venezie, Adria (RO); 2 Dipartimento di Biomedicina Comparata e dell’Alimentazione,
Universita di Padova; ® Dipartimento di Scienze della Terra e dell’Ambiente, Universita di Pavia;
* Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Universita di Bologna.

Il microsporidio Thelohania contejeani responsabile della cosiddetta “Malattia della porcellana” ¢
stato segnalato nelle regioni settentrionali del territorio italiano, identificato morfologicamente in
Liguria e Veneto. Sono stati esaminati mediante analisi istologiche e molecolari esemplari di
Austropotamobius pallipes, prelevati nel settembre 2011 nel torrente Agna, affluente del fiume Chiese,
presso VVobarno (BS), con lesioni macroscopicamente riferibili a Thelohaniasi.

Tutti i soggetti presentavano nelle fibre muscolari dell’addome e del cuore elementi parassitari in varie
fasi di sviluppo. L’esame PCR ha permesso di confermare i microsporidi appartenenti alla specie
Thelohania contejeani. E inoltre stato possibile rilevare in alcuni campioni la presenza di numerose
strutture irregolarmente ovoidali riconducibili a lieviti, gemmanti su base stretta con dimensioni di
2,1-2,8 x 3,2-5,7 micron, PAS positive e argirofile, in assenza di ife o pseudoife. Tali microrganismi si
rinvenivano diffusamente liberi nell’emolinfa, particolarmente evidenti negli spazi emali
dell’epatopancreas e nella camera cardiaca, ed erano presenti nel citoplasma di emociti granulari. La
presenza di lieviti nel sistema circolatorio di crostacei € stata riscontrata in copepodi, isopodi,
anfipodi, anostraci e decapodi frequentemente associata ad altri patogeni. L’osservazione della co-
infezione evidenziata negli esemplari analizzati necessita di ulteriori conferme per valutare se la
presenza di lieviti si manifesti solo secondariamente all’infezione da microsporidi o se i lieviti
svolgano azione patogena primaria.
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EPISODIO DI MORTALITA IN GIOVANILI DI ALICI (ENGRAULIS ENCRASICOLUS)
SULLA COSTA LAZIALE

Fagioli P.}, Sirri R.2, de Aguiar Saldanha Pinheiro A.C.?, Volpe E.?, Micci C.%, Prioli C.*& Ciulli S.2

L Eurofishmarket Srl; 2 Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Alma Mater Studiorum; $Mare.A
Srl.

Nel periodo di settembre-ottobre 2011 si sono verificati diversi episodi di spiaggiamento nel tratto di
costa laziale in prossimita della localita di Anzio (RM). Il fenomeno ha riguardato esemplari giovanili
di alici (Engraulis encrasicolus) che stazionavano in prossimita della battigia e, per un certo numero,
spiaggiavano sul bagnasciuga ancora Vivi.

E stato effettuato un campionamento di alcuni soggetti prelevati in acqua che sono stati sottoposti ad
analisi di natura parassitologica, istopatologica, virologica e tossicologica con la finalita di
comprendere le possibili cause del fenomeno.

L’esame necroscopico non ha evidenziato lesioni macroscopiche nei soggetti esaminati ed ha messo in
evidenza, in alcuni soggetti, in cavita addominale cisti parassitarie morfologicamente ascrivibili a
Dermocystidium sp.

L’esame istologico di alcuni esemplari, condotto su sezioni colorate in ematossilina-eosina e Giemsa,
ha evidenziato la presenza di numerose cisti parassitarie riferibili a Sphaerospora spp. lungo tutto il
tratto gastroenterico a livello della lamina propria, della sottomucosa, della tonaca muscolare e della
sierosa. Nel muscolo scheletrico si riscontravano, inoltre, alcune cisti parassitarie contenenti elementi
riferibili a Microsporidi. Non & stato possibile confermare la presenza di Dermocystidium spp. nelle
sezioni istologiche dei soggetti esaminati.

Lo screening virologico effettuato analizzando i campioni su linee cellulari BF-2 e SSN-1 e tramite la
ricerca molecolare diretta del virus della setticemia emorragica virale, virus della necrosi pancreatica
infettiva e virus dell’encefalo-retinopatia virale, ha dato esito negativo.

Infine sono state condotte analisi (ICP-MS) di natura tossicologica per la ricerca di alcuni
contaminanti ambientali: i risultati ottenuti in riferimento a Cadmio (0,04 mg/kg), Bromo totale (16,6
mg/kg) e Piombo (0,02 mg/kg) si collocano in un range fisiologico.

Al fine di determinare la causa del fenomeno sono state valutate anche alcune possibili cause
ambientali: in particolare sono stati esclusi fenomeni correlati alla qualita dell’acqua (es. livello di
o0ssigeno) sia perché il tratto di mare interessato dal fenomeno é risultato particolarmente ampio, sia
perché il fenomeno ha coinvolto esclusivamente soggetti della specie Engraulis encrasicolus, a
differenza di quanto si osserva in fenomeni di anossia.

Visto il periodo considerato & possibile anche escludere la presenza di lame di acqua piu fredda che
impediscano lo spostamento degli esemplari verso zone di mare piu favorevoli. Potrebbe essere
considerata I’eventuale presenza di predatori (es. aguglie, pesci serra) che avrebbero potuto causare la
permanenza delle alici nella zona a stretto contatto con la battigia.

Il ritrovamento di esemplari con un elevato grado d’infestazione parassitaria merita un
approfondimento dal punto di vista conoscitivo-epidemiologico e per I’eventuale ruolo rivestito nel
fenomeno dello spiaggiamento.
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INFESTAZIONE DA MONOBOTHRIUM WAGENERI (CESTODA: CARYOPHYLLIDEA) IN
TINCA TINCA DEL LAGO D’ISEO E DI GARDA

Gustinelli A.}, Quaglio F.2, Caffara M." & Fioravanti M.L."

'Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Alma Mater Studiorum Universitd di Bologna;
? Dipartimento di Biomedicina Comparata e Alimentazione, Universita di Padova.

Monobothrium wageneri ¢ un cestode cariofillideo monozoico, ovvero con corpo non segmentato e
costituito da una sola proglottide, parassita specie-specifico di Tinca tinca. Segnalato per la prima
volta nella seconda meta del XIX secolo proprio in Italia, successivamente € stato riportato in
numerosi paesi europei ed extra-europei spesso in conseguenza delle frequenti movimentazioni
internazionali di ciprinidi. Nonostante fossero presenti in letteratura numerose descrizioni
morfologiche e tassonomiche, risultava una specie poco studiata nel campo della patologia ittica fino
al 2011, anno in cui sono stati pubblicati due lavori sull’azione patogena esplicata da questo parassita
sull’intestino della tinca e sono state condotte le osservazioni qui riportate. Nel corso di un’indagine
parassitologica su specie ittiche dulciacquicole dei laghi dell’Italia settentrionale, in due soggetti di
tinca provenienti rispettivamente dal Lago di Iseo e dal Lago di Garda sono stati rinvenuti a livello del
primo tratto intestinale cluster formati da 10-20 parassiti tenacemente infissi nella mucosa con lo
scolice e con lo strobilo libero nel lume. Il tratto intestinale interessato é stato isolato dal restante
pacchetto viscerale, posto inizialmente in soluzione fisiologica per consentire il distacco di alcuni
esemplari che sono stati immediatamente fissati in alcool 70°, quindi fissato in formalina tamponata al
10% per I’esame istologico. I parassiti isolati sono stati successivamente chiarificati in lattofenolo di
Amman o colorati con carminio boracico per la conduzione di studi morfologici. Le analisi
morfometriche hanno permesso di ascrivere il parassita alla specie Monobothrium wageneri. 1l ciclo
biologico di M. wageneri & ignoto, ma in analogia alle specie nordamericane parassite di pesci
Catostomidae sembra riconoscere come unico ospite intermedio un invertebrato anellide oligochete.
All’esame istologico si rilevava a piccolo ingrandimento la presenza di numerosi parassiti ammassati e
attaccati in uno spazio ridotto della mucosa. La parete intestinale risultava notevolmente inspessita ed
espansa, con protrusione nel lume intestinale, nell'area circostante la zona d’infissione dei parassiti,
dove al contrario lo spessore della parete appariva diminuito. A questo livello il tessuto presentava
necrosi nella porzione rivolta verso il lume, con sfaldamento cellulare e presenza di colonie batteriche.
Nel punto di attacco dei parassiti si osservava la scomparsa dell'epitelio della mucosa e tutti gli strati
della parete fino alla sierosa esterna erano interessati da un'intensa flogosi di tipo cronico con
fibroblasti, macrofagi, linfociti, plasmacellule, scarse cellule granulari eosinofiliche ed eritrociti
extravasali. Le imponenti lesioni da noi osservate appaiono sostanzialmente sovrapponibili a quelle
descritte da Williams et al. (2011, Dis. Aquat. Org., 97: 143-154) e Dezfuli et al. (2011, Parasites &
Vectors, 4. 225). Attualmente non ¢ possibile stabilire quale possa essere I’impatto di questa
parassitosi sulle popolazioni di tinca in Italia, ma data 1’elevata patogenicita di M. wageneri Si
renderebbe necessario approfondire le conoscenze epidemiologiche utili a delinearne la diffusione sul
territorio italiano.
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SEGNALAZIONE DI UN FOCOLAIO DI PESTE DEL GAMBERO IN “RED CLAW”
CHERAX QUADRICARINATUS ALLEVATI IN SICILIA

Marino F., Pretto T.*, Monaco S., De Stefano C., Manfrin A.*, Perillo L. & Quaglio F.**

Centro di Ittiopatologia Sperimentale della Sicilia, Dipartimento di Sanita Pubblica Veterinaria,
Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Messina — Messina; * Istituto
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Nell’ottobre 2011, in Sicilia, presso un allevamento, autorizzato alla produzione di gamberi esotici
d’acqua dolce, si sono verificate mortalita episodiche di “red claw” (Cherax quadricarinatus).
L’azienda, oltre alla specie australiana, produceva il gambero rosso della Louisiana (Procambarus
clarkii) in vasche separate all’interno della stesso edificio. Dodici campioni di C. quadricarinatus
erano prelevati dalle vasche in stato agonico e moribondi ed erano inviati al Centro di Ittiopatologia
Sperimentale della Sicilia, dell’Universita di Messina, per indagini diagnostiche. Su otto gamberi,
dopo I’esame macroscopico, erano eseguiti prelievi di tessuto ed organi per 1I’esame microscopico a
fresco e per I’istologia. Quattro esemplari (2 congelati e 2 fissati in formalina tamponata) sono stati
inviati all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, centro di referenza nazionale delle
patologie dei crostacei, per esami istopatologici e biomolecolari. Alla necroscopia i soggetti malati
mostravano perdita degli arti con pigmentazione melanica dei monconi e ulcere brunastre sulla
superficie dell’esoscheletro. L’esame microscopico a fresco evidenziava rare ife con abbondanza di
zoosporangi tondeggianti. All’esame istologico evidenza di tragitti serpiginosi nello spessore della
cuticola, e la presenza di ife asettate nell’ipoderma, associate ad infiltrato emocitario, inducevano ad
un sospetto di peste del gambero. L’esame molecolare ha permesso 1’identificazione dell’oomicete
Aphanomyces astaci. Dalla disamina della letteratura, questa risulterebbe essere la prima segnalazione
di afanomicosi in “red claw”. Il ruolo di P. clarkii quale carrier asintomatico della malattia deve essere
sicuramente tenuto in considerazione, sebbene i tentativi di isolamento del patogeno dagli esemplari
esaminati abbiano dato esito negativo. I responsabili dell’allevamento, in seguito all’epidemia di peste,
hanno preferito effettuare lo stamping out di tutti i gamberi presenti in impianto e, dopo accurata
disinfezione delle vasche, ripartire con la produzione di P. clarkii.
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THE EFFECT OF PHYTOGENIC FEED ADDITIVES (BIOMIN® P.E.P.) ON GILTHEAD
SEABREAM PERFORMANCE
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Since 2006 antibiotic growth promoters, were banned as feed additives in the European Union
following indications that they can contribute to increased resistance among pathogens. Recent
investigations have shown significant antimicrobial effects of several phytogenic compounds. As such,
the use of phytogenics as natural growth promoters became a reality in recent years also in
aquaculture. Major mechanisms generally associated to the ‘growth-promoting effect’ are the
stimulation of endogenous digestive enzymes and the regulation of the gut microbial flora. In marine
fish species, information on the efficacy of supplemental essential oils is scarce. A study was
undertaken to evaluate the effect of various supplemental phytogenic products (Biomin® P.E.P. 1000,
Biomin® P.E.P. MGE 150 and a yeast prototype, AY) on the growth performance, protein digestibility
and digestive enzyme activity of juvenile gilthead seabream.

Four practical diets were formulated. Phytogenic feed additives were added to the same basal
formulation: PEP 1000 (1.2 g/kg), PEP MGE (0.2 g/kg) and PEP MGE (0.2 g/kg) + AY (1 g/kg).
Triplicate groups of 20 gilthead seabream (Sparus aurata), with a mean initial weight (IBW) of 27.9 +
2.1 g were fed during 63 days. Fish were grown in 100 L tanks supplied with seawater at a
temperature of 24 + 2°C. Fish were sampled for initial and final whole-body composition. At the end
of the growth trial the apparent digestibility coefficients (ADC) of protein was determined by the
indirect method using yttrium oxide. Eight fish per tank were euthanized and the contents of the
posterior intestine were collected, pooled per tank and freeze-dried prior to analysis. Additionally,
samples of the proximal intestine were collected, rinsed and stored at -80°C for latter analysis of
alkaline phosphatase (ALP), pepsin (PEP) and leucine-alanine peptidase (LAP) activities. The
chemical composition analysis of the diets, faeces, whole fish and assay of selected intestinal enzyme
activities was carried out. In vitro tests were set up to test the potential inhibitory effect of phytogenics
against fish pathogens. At the end of the trial, growth of seabream, expressed either as weight gain or
daily growth index was not significantly affected (P>0.05) by the dietary supplementations. Despite
the fact that dietary supplementation had no effect (P>0.05) on the apparent digestibility of protein,
fish fed the various phytogenic supplemented feeds showed significantly lower (P<0.05) FCR values
than those fed the CTRL diet. Similarly, in comparison to the control treatment, the various
supplemental products significantly improved (P<0.05) protein and fat retention, with a consequent
reduction on metabolic nitrogenous losses. Improvements found on FCR and nutrient retention were
found in all phytogenic treatments. Activities of digestive enzymes were significantly affected by the
various dietary treatments. In relation to the fish fed the CTRL diet, those fed the PEP MGE+AY
showed and enhanced (P<0.05) activity of ALP and LAP. All phytogenic supplements enhanced
(P<0.05) intestinal pepsin activity. Additionally in-vitro tests confirmed that phytogenic feed additives
have an inhibitory effect against fish pathogens. This result will be confirmed with additional in vivo
challenge tests.

In the overall, phytogenic supplements contributed significantly to a reduction of FCR and an improved
retention of protein and fat in seabream juveniles fed a low fishmeal diet. One of the possible
mechanisms for such beneficial effects is an enhanced activity of endogenous digestive enzymes.

This research has been carried out with the financial support from the FATTYBONE project “Dietary fatty acids as
modulators of bone metabolism in gilthead seabream (Sparus aurata)” (PTDC/MAR/70858/2006) funded by Fundagdo para
a Ciéncia e Tecnologia (MCTES-FCT, Portugal), the ANYFISH project "Desenvolvimento de novas tecnologias para a
produgdo de alimentos para peixes” (2008/1460) funded by QREN SI I&DT Individual and BRAIN, the BIOMIN Research
And Innovation Network.
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VALUTAZIONE DEL QUADRO SINTOMATOLOGICO, ANATOMOPATOLOGICO ED
ISTOLOGICO IN TROTE IRIDEA (ONCORHYNCHUS MYKISS) ESPOSTE A DOSE SUB-
LETALE DI CHLORPYRIFOS

Scanzio T., Varello K., Benedetto A., Brizio P., Elia A.C.*, Squadrone S., Abete M.C., Bozzetta E.,
Pavoletti E. & Prearo M.
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II' Chlorpyrifos (O,0-diethyl O-3,5,6-trichlorp-2pyridyl phosphorothioate) & un insetticida inibitore
dell’acetilcolinesterasi, che risulta essere particolarmente tossico, come altri composti organofosforici,
agli organismi acquatici. Largamente diffuso a livello mondiale, & applicato soprattutto su colture
orticole e vite, con trattamenti brevi, ma intensi. Si & quindi scelto di riprodurre in vasca un fenomeno
di esposizione acuta potenzialmente rinvenibile in allevamento o in un corso d’acqua; sono stati
esposti esemplari di trota iridea, che costituisce un modello sperimentale gia largamente utilizzato in
letteratura per studi tossicologici su composti organofosforici, utilizzando il dosaggio di 0,05 ppm di
Chlorpyrifos in condizioni semi-statiche e monitorando gli effetti del pesticida sui pesci a livello
sintomatologico, anatomopatologico e istologico, sia durante la fase di intossicazione, sia durante le
successive 4 settimane di detossificazione. Sono state allestite 4 vasche da 1200 litri ciascuna: A —non
trattata (controllo negativo); B — trattata con 20 ml di etanolo; C e D — trattate con 0,05 ppm di
Chlorpyrifos disciolto in 20 ml di etanolo. Durante la fase di intossicazione, sono stati prelevati, ogni
24 ore, 5 esemplari da ognuna delle vasche A, B e D; con gli esemplari della vasca C si é verificata la
percentuale di mortalita al termine delle 96 ore di esposizione. Durante la fase di detossificazione,
ogni 7 giorni sono stati campionati 5 esemplari da ognuna delle vasche A, B e C. Gli esemplari
campionati sono stati soppressi mediante dose letale di MS222 e successiva spinalizzazione,
dopodiché sono stati sottoposti ad esame anatomopatologico e al prelievo di rene, fegato e branchie
per analisi istologiche. Prima di ogni prelievo, sono state svolte osservazioni comportamentali sugli
individui di tutte le vasche, valutando la risposta degli animali alla stimolazione visiva data dalla vista
dell’osservatore € a 3 stimolazioni tattili successive, intervallate da 5 secondi, date dal battito della
mano dell’operatore sul bordo di ogni vasca. Sono stati cosi diagnosticati una serie di comportamenti
associati all’intossicazione da Chlorpyrifos, quali, aumento dei tempi di risposta, diminuzione
progressiva del numero di individui reattivi, incurvamento anomalo del corpo a “S” in risposta alle
stimolazioni e perdita piti 0 meno prolungata dell’assetto di nuoto dopo la risposta alle stimolazioni. E’
stata riscontrata in vasca C una mortalita del 23%. L’esame anatomopatologico non ha evidenziato
alcuna anomalia. Le analisi istologiche sono state svolte osservando sezioni sottili, colorate con
Ematossilina-Eosina, della quarta arcata branchiale sinistra, della porzione caudale del fegato e della
porzione cefalica del rene. Nel tessuto branchiale € stato riscontrato, negli individui esposti a
Chlorpyrifos, un lieve aggravamento di una Malattia Branchiale, presente comunque anche nei
soggetti di controllo. Nel fegato si & assistito, in alcuni soggetti trattati con il pesticida, ad una lieve
degenerazione torbida degli epatociti durante la fase di intossicazione e a degenerazione grassa nella
fase di detossificazione. Il rene presentava una lieve degenerazione vacuolare citoplasmatica
dell’epitelio tubulare, a localizzazione multifocale, sia in esemplari esposti a Chlorpyrifos, che esposti
al solo etanolo. Durante I’intera fase di detossificazione, il quadro istologico in fegato e rene ha subito
un ulteriore peggioramento. In conclusione, la trota iridea si & dimostrata essere un buon modello
sperimentale per studi di tossicita su Chlorpyrifos, poiché sono state identificate anomalie
comportamentali facilmente diagnosticabili e sono state osservate alterazioni quantificabili a livello
istologico, per quanto vi sia stato un probabile effetto di disturbo, evidente soprattutto a livello epatico,
causato dall’etanolo utilizzato come solvente. All’interno di questa sperimentazione sono in corso di
elaborazione i dati ottenuti dalle analisi biochimiche, genotossicologiche e chimiche utili per
completare il quadro tossicologico di esposizione semi-statica per 96 ore a Chlorpyrifos in trota iridea
e alla sua successiva fase di detossificazione.

Ricerca effettuata con fondi di Ricerca Corrente del Ministero della Salute.
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PATTERN DI ESPRESSIONE DEL PCNA IN NEOPLASIE EMOCITARIE DI MYTILUS
GALLOPROVINCIALIS: CORRELAZIONE CON PROTEINE Ag-NOR E
CARATTERISTICHE CITOMORFOLOGICHE

Carella F. & De Vico G.
Universita degli Studi di Napoli Federico Il, Dipartimento delle Scienze Biologiche, 80134, Napoli.

La “Neoplasia Emocitaria” € una neoplasia maligna dei molluschi caratterizzata da una proliferazione
di cellule immunitarie atipiche, ampiamente diffusa fra i bivalvi marini appartenenti a differenti
ecosistemi ed aree geografiche, fra cui Crassostrea virginica, Ostrea edulis, Cerastoderma edule,
Macoma balthica, Mya arenaria, ma anche mitili come Mytilus edulis e, piu raramente, Mytilus
galloprovincialis. Nel triennio 2009-2012, 8 casi di tale neoplasia sono stati rilevati in diversi
allevamenti di M. galloprovincialis lungo le coste campane. Al fine di contribuire ad una migliore
comprensione della malattia in tale specie e dei possibili meccanismi patogenetici coinvolti, i
campioni sono stati studiati in rapporto (1) alle caratteristiche citomorfologiche, (2) alla quantita delle
proteine Ag-NOR (proteine non istoniche argentofile localizzate nelle regioni organizzatrici del
nucleolo, il cui numero e le cui dimensioni, nei tumori maligni, sono direttamente correlate alla
frazione di crescita e al tasso di proliferazione cellulare) nelle cellule neoplastiche, (3) al pattern di
espressione immunoistochimica del PCNA (proteina ausiliaria della DNA polimerasi-d i cui livelli
aumentano durante la fase G1 del ciclo cellulare). Nei tumori esaminati, la morfologia degli emociti
neoplastici ci ha consentito di individuare, oltre ai due citotipi gia descritti, in tali neoplasie, in altre
specie (cellule di tipo A, con nucleo vescicoloso e nucleolo evidente, e cellule di tipo B, nucleo
ipercromatico, tondeggiante talvolta nucleolato) anche altri citotipi, variamente rappresentati: cellule
con nuclei indentati, cellule giganti polinucleate, cellule binucleate, cellule con blebs nucleari; a
seconda dei casi, € stata inoltre rilevata la presenza di una moderata e/0 consistente componente
infiammatoria. 11 numero e l'area delle Ag-NOR nelle cellule neoplastiche erano aumentate rispetto a
quelle degli emociti normali (i quali presentavano un singolo Ag-NOR/cellula), con differente
distribuzione nei diversi campioni analizzati. Infine, la positivita per il PCNA, negli emociti normali,
era localizzata a livello citoplasmatico, mentre negli emociti neoplastici era sia a livello nucleare che
citoplasmatico. Da un punto di vista comparativo, i pattern di espressione di Ag-NOR e PCNA appena
descritti, sembrano almeno in parte sovrapponibili a quelli osservati in alcuni tipi di linfomi dell'uomo.
La localizzazione del PCNA a livello citoplasmatico, in particolare, potrebbe suggerire un suo
possibile coinvolgimento nella patogenesi della neoplasia: & noto infatti che il PCNA, nel citoplasma
dei granulociti dell'uomo, contribuisce alla modulazione di segnali molecolari in grado di inibire i
meccanismi apoptotici in tali cellule. Ulteriori studi consentiranno di chiarire meglio I'eziopatogenesi
molecolare della neoplasia anche in rapporto a stress ambientali diversi.
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ALTERAZIONI TIROIDEE IN PESCI STABULATI IN ACQUARIO PUBBLICO: CASO
CLINICO

Gibelli L., Nieddu G.?, Gelmetti D.*, Alborali L. & Salogni C.*

L Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, Via Bianchi, 9 - 25124
Brescia; 2 Acquario e Civica Stazione Idrobiologica di Milano, Viale Gadio, 2 - 20121 Milano.

La funzionalita della tiroide nei pesci & poco studiata, ma negli ultimi anni ha acquistato maggior
interesse in quanto i pesci sono sempre piu utilizzati nella ricerca biomedica per i test di
carcinogenicita, nello studio della tossicologia ambientale in quanto sensibili animali sentinella.

Fattori che influenzano la funzionalita della tiroide, inducendo alterazioni quali iperplasia o neoplasie,
includono carenza di iodio, squilibri alimentari, scarsa qualita dell’acqua, fattori genetici, stagionali e
I’esposizione a sostanze gozzigene.

La tiroide nei teleostei ha una struttura follicolare, molto simile a quella dei mammiferi, ma
diversamente da essi, non ha una capsula di tessuto connettivo di contenimento. | follicoli risultano
cosi distribuiti principalmente nel connettivo della regione faringea, ma si possono osservare anche in
tessuti adiacenti quali muscolo, 0sso, cartilagine o a distanza come tessuto tiroideo ectopico in altri
organi. Questa caratteristica struttura anatomica rende difficile discriminare le proliferazioni
iperplastiche dalle neoplastiche ben differenziate, valutare 1’invasivita nei tessuti adiacenti e ostacola
la valutazione della funzionalita ghiandolare sulla sola base morfologica.

Nel presente lavoro viene descritto un caso clinico caratterizzato dall’aumento di volume della tiroide
in pesci della fauna mediterranea stabulati nell’acquario Civico di Milano in quattro vasche
comunicanti di circa 30.000 litri, insieme ad altri invertebrati mediterranei.

La patologia si € manifestata in 2 esemplari di Anthias anthias, un Apogon imberbis e un Capros aper
con la presenza di una massa di circa 2 cm sede giugulare, che negli anni & progressivamente
aumentata. Altri pesci, della specie Anthias, presenti nella stessa vasca manifestavano esoftalmo
associato, in alcuni casi, a distensione addominale.

Sui 2 esemplari di Anthias anthias ¢ stato eseguito 1’esame autoptico e I’istologico mediante tecnica
ematossilina-eosina.

All'esame autoptico si evidenziava la presenza in entrambi gli esemplari di una voluminosa massa che
dalla regione giugulare, antistante la cavita pericardica, protrudeva bilateralmente in modo
asimmetrico in entrambe le camere branchiali fino a estroflettersi all'esterno attraverso l'opercolo
branchiale. La massa era di colore rosso chiaro, multilobulata, di aspetto policistico al taglio e con
contenuto limpido. La cute, le branchie ed i visceri erano nella norma.

All’esame istologico la massa tiroidea era costituita da follicoli iperplastici, con marcata
polidimensionalita: follicoli ectasici, cistici contenenti abbondante colloide, non secernenti. L’epitelio
di rivestimento era prevalentemente cilindrico. Non si osservavano atipie cellulari. Nell’interstizio una
moderata flogosi linfo-granulocitaria. Focalmente, in Apogon imberbis, si osservava una
proliferazione follicolare atipica. Le cellule epiteliali si disponevano in maniera disordinata in follicoli
irregolari privi di colloide. Negli altri organi, di entrambi i soggetti, non erano presenti reperti di
rilievo.

Questo tipo di lesioni sviluppatesi negli anni sono fortemente sospette di una carenza cronica di iodio
negli acquari di mantenimento, dove l'acqua che proviene dalla rete idrica viene opportunamente
integrata con sali marini specifici. In questo caso, non essendo a disposizione uno storico sulla
concentrazione dello iodio nelle vasche, si pud supporre che la bassa salinita (33%o), mantenuta allo
scopo di ostacolare lo sviluppo di alcune parassitosi, possa aver contribuito ad una carenza cronica di
tale elemento. Un accurato e periodico dosaggio dello iodio nell'acqua dovrebbe in futuro permettere
la prevenzione del problema osservato.
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ESPERIENZA GESTIONALE DI EPISODI DI ENCEFALO-RETINOPATIA VIRALE IN
BRANZINI (DICENTRARCHUS LABRAX) ALLEVATI IN VASCHE A TERRA

Fagioli P.%, Volpe E.*> & Ciulli S.2
! Eurofishmarket srl; 2 Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Alma Mater Studiorum.

Nella realta europea e italiana il branzino (Dicentrarchus labrax) & una delle specie marine con piu
elevato interesse per 1’acquacoltura. Il branzino ed in particolare gli stadi giovanili di questa specie
sono molto sensibili a vari agenti di malattie infettive che possono causare perdite economiche
nell’intero ciclo di produzione. In particolare, attualmente, riveste una notevole importanza I’Encefalo-
Retinopatia Virale (ERV) causata da virus del genere Betanodavirus, responsabile di sintomatologia
nervosa e mortalita.

La gestione dell’ERV rappresenta una criticita nell’allevamento del branzino in quanto, per questa
come per altre patologie, non esistono al momento presidi sanitari utilizzabili. Scopo del presente
lavoro e quello di descrivere la correlazione fra episodi di ERV nello stesso allevamento osservati in
anni successivi al fine di comprenderne meglio 1’epidemiologia e di individuare eventuali strategie di
controllo, alternative a soluzioni di management aziendale, basate su trattamenti disinfettanti in vasca
che possano contenere i danni durante i focolai.

L’allevamento sottoposto ad osservazione riportava problematiche correlate a focolai di ERV con
elevata mortalita (stimata attorno al 60%): in particolare nel 2007 é stato osservato un focolaio in
avannotti di circa 10 g con una densita alla semina in vasca di 40 soggetti/m®. Nel 2008 a seguito della
comparsa della sintomatologia in soggetti di circa 20 g si € proceduto ad un veloce diradamento
dimezzando la biomassa iniziale di 26 soggetti/m®: in questo episodio la mortalita complessiva & stata
stimata attorno al 5%.

A fine aprile 2011 un numero di 52.000 avannotti del peso medio di 12 g é stato seminato (vasca
coperta in cemento 50x20x1,5) con una densita di 35 soggetti/m®. Un campione di questi soggetti &
stato testato per Betanodavirus prima della semina in vasca dando esito negativo.

All’inizio del mese di settembre (peso medio di circa 85 g) si € manifestata una sintomatologia (nuoto
superficiale incoordinato, melanosi, iperemia dell’estremita buccale, cheratite) attribuibile ad ERV:
alcuni di questi soggetti sono stati campionati e sottoposti a ricerca per Betanodavirus sia tramite
metodo colturale che tramite ricerca diretta con RT-PCR risultando positivi ad entrambe le prove.

Al fine di valutare ’efficacia di soluzioni alternative al diradamento, applicabili anche in allevamenti
intensivi, si & proceduto a meta settembre ad un unico trattamento utilizzando Virkon®S, disinfettante
a base di sale di bis(perossimonosolfato)bis(solfato) di pentapotassio conforme alla Direttiva 98/8/CE
relativa all’immissione sul mercato di biocidi e classificato sicuro in presenza di animali ai sensi della
Registrazione MINSAL n. 15973, al dosaggio di 10 mg/l per un bagno prolungato di circa 4 ore.
Questo prodotto era stato precedentemente oggetto di sperimentazioni in vitro ed in vivo che ne
avevano evidenziato una potente attivita virucida specifica contro Betanodavirus e che avevano
individuato nei soggetti un dosaggio innocuo di 10 mg/l. Tale trattamento non ha determinato
problematiche ai soggetti in vasca, i pesci non hanno mostrato segni di sofferenza. Il trattamento non
ha determinato la scomparsa della sintomatologia ma si € continuato a registrare una mortalita
giornaliera di circa 5-10 soggetti fino all’inizio dell’inverno. Nel periodo considerato (dall’inizio di
settembre fino alla fine dell’anno) ¢ stato possibile stimare una mortalita complessiva attorno al 5,5%.

Vista la sovrapponibilita della maggior parte delle condizioni ambientali riscontrate nei focolai
osservati nei vari anni e la similarita genetica dei ceppi virali coinvolti, sembra che la gestione del
focolaio possa essere considerata il principale fattore responsabile della riduzione della mortalita
osservata nel corso dei focolai del 2008 (riduzione della densita) e del 2011 (trattamento in acqua con
un prodotto biocida) a differenza di quanto accaduto nel 2007.

Si puo affermare che la gestione “in campo” della patologia necessiti di ulteriori approfondimenti. In
caso di impossibilita di diradamento dei soggetti o in contesti con minor spazio a disposizione come
nel caso delle avannotterie, & possibile ipotizzare di ricorrere a tali presidi per la gestione operativa di
questa patologia.
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INFLUENZA DEI FATTORI AMBIENTALI NELL’INSORGENZA DI MORTALITA DI
OSTRICHE CONCAVE (CRASSOSTREA GIGAS) CAUSATA DA HERPES VIRUS-1 uVAR:
DATI PRELIMINARI
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Ercolini C.!

Y Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Laboratorio di
Microbiologia Marina, sezione di La Spezia, Via degli Stagnoni, 96 - 19136 La Spezia; 2 Istituto
Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Laboratorio Specialistico
Ittiopatologia, Via Bologna, 148 — 10154 Torino; % Ostricoltore; * Laboratorio Nazionale di
Riferimento per le Patologie dei Molluschi, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie,
Sezione di Adria (RO).

A partire dal 2008 ¢ stata identificata una variante del virus Ostreid Herpes virus type 1 (OsHv-1 pvar)
associata a casi di mortalita, che in alcune zone della Francia e dell’Irlanda ha coinvolto fino al 100%
degli esemplari di ostriche concave (Crassostrea gigas). La virulenza di OsHv-1 pvar sembra essere
correlata a fattori ambientali, come 1’innalzamento della temperatura dell'acqua oltre i 16°C e alla
presenza di batteri del genere Vibrio tanto che oggi tale patologia viene denominata Sindrome da
OsHV-1 pvar. Per prevenire ’ulteriore diffusione della malattia la Commissione Europea ha emanato
un regolamento (N. 175/2010) nel guale ha stabilito che ostriche originarie da zone soggette a misure
di contenimento debbano essere sottoposte a controllo qualora vengano introdotte, a fini di
allevamento o stabulazione in zone dove non é stato ancora rilevato il virus. Inoltre viene data facolta
agli Stati membri di istituire programmi di campionamento e test mirati per il rilevamento tempestivo
del virus per ottenere informazioni sulla sua circolazione nelle zone dell'lUE non ancora interessate
dalla malattia. Detto regolamento ha coperto il controllo di questa patologia limitatamente all’anno
2010 e attualmente manca un’indicazione normativa per questa problematica. Nell’intento di tutelare
gli allevamenti locali di Crassostrea gigas, con potenzialita produttive di circa 100 quintali all’anno,
siti nel golfo di La Spezia € iniziato ad aprile 2011 un monitoraggio con il fine di approfondire il
legame esistente tra condizioni ambientali, presenza di Vibrioni e OsHv-1. Sono stati effettuati
campionamenti mensili di ostriche nei periodi dell'anno in cui la temperatura dell'acqua superava il
valore critico richiesto per lo sviluppo di questa patologia. | soggetti analizzati sono stati sottoposti ad
un'indagine morfologica in cui sono stati annotati i seguenti parametri: numero soggetti, peso,
lunghezza, larghezza, spessore, presenza/assenza del blister superiore/inferiore. Successivamente é
stata effettuata la ricerca di Vibrio spp secondo la metodica ISO/TS 21872/1: 2007 seguito da PCR
classica. La ricerca di batteri appartenenti al genere Vibrio si & concentrata in particolare su tre specie:
Vibrio harveyi, Vibrio aestuarianus, e Vibrio splendidus. La ricerca di_OsHv-1 uvar ha previsto
I’estrazione di DNA, da porzioni di mantello e branchie, impiegando kit commerciali basati
sull'utilizzo di colonnine con resine a scambio ionico, seguita da metodica di PCR classica per rilevare
la presenza di OsHv-1 pvar (Regolamento 175/2010). Nel periodo di un anno non sono emersi
fenomeni di mortalita e ’accrescimento ¢ risultato nei parametri standard per questa zona; gli otto
pool di campioni analizzati sono risultati tutti positivi per OsHv-1 pvar ad eccezione del
campionamento effettuato a novembre 2011. Per quanto riguarda i microrganismi del genere Vibrio
finora un solo campione é risultato positivo per la presenza di Vibrio aestuarianus. Al momento data
l'assenza di fenomeni di mortalita anomale nelle ostriche indagate non & possibile fare alcuna
correlazione né con i parametri di temperatura misurati né con la presenza/assenza di questi
microrganismi. Questi dati sono quindi da considerarsi preliminari e solo al termine dei due anni di
campionamento si potra verificare se esistano correlazioni significative.

Si ringrazia Ifremer per il contributo fornito.Ricerca effettuata con fondi del Mistero della Salute, Ricerca corrente 2010.
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INDAGINI SULLA PRESENZA DI BATTERI PATOGENI IN TRACHEMYS SCRIPTA IN
LAGHETTI A MARGINE DI CITTADINE ROMAGNOLE
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Le testuggini del genere Trachemys ed in particolare le sottospecie T. scripta elegans, T. scripta
scripta, T. scripta troostii e vari "ibridi" commerciali sono stati ampiamente utilizzati nel Pet trade e
sono divenute specie invasive in molti ecosistemi acquatici non americani a seguito di liberazioni
irresponsabili. Oggi sono presenti in buona parte del territorio italiano spesso anche in competizione
con le poche Emys orbicularis endemiche rimaste. Queste testuggini sebbene abbiano ben pochi dei
parassiti del paese d'origine derivando da allevamenti hanno perd una carica batterica spesso notevole,
vivendo in acque spesso eutrofiche e calde, anche di potenzialita zoonotica.

Nell'ambito di ricerche sull'ecologia e parassitologia della specie in ambito "naturale”, I'lstituto
Zooprofilattico Sezione di Forli e il laboratorio di Zoologia del Corso di Laurea in Acquacoltura e
Igiene delle Produzioni Ittiche di Cesenatico stanno valutando riscontri della presenza di batteriosi in
questi rettili, in particolare relativamente alle zoonosi in quanto si localizzano in acque di parchi,
giardini o comunque a stretto contatto con i cittadini.

Si riportano qui i risultati dell'analisi mediante tampone rettale in due localita: Cesenatico, con 46
esemplari esaminati, e Forli con altri 26. | tamponi sono stati seminati su Agar Globuli e Hektoen
Enteric Agar culture media. Le piastre sono poi state incubate in aerobiosi a 37°C per 24-48 ore. Le
colonie ottenute sono state saggiate con colorazione di Gram e sottoposte al test di catalasi (con
perossido al 3%) e identificazione mediante sistema automatico miniaturizzato BBL Enterotube 110
(Bekton Dickinson). Le colonie identificate sono state poi conservate nella ceppoteca dell'lstituto.

| risultati dal piccolo laghetto in Cesenatico, in avanzato stato eutrofico e basso ossigeno disponibile,
hanno mostrato in tutti i tamponi presenza di enterobatteri.

I maggiormente presenti sono stati Escherichia coli con 43 casi classificati con codice Enterotube
75750 e 40 con codice 75350. Ulteriori 16 casi appartenevano a Escherichia fergusonii, 14 a
coliformi e un caso a Salmonella thompson. Nei campioni studiati la presenza di una sola specie di
enterobatteri é stata rilevata in 2 casi (4,35% sul totale), in 23 si son rilevate 2 specie (50%), in 18 vi
erano 3 specie (39,13%) e in 3 campioni erano presenti 4 enterobatteri diversi (6,52%).

Dal piccolo laghetto nei dintorni di Forli, con eutrofia ma non eccessiva carenza di 0ssigeno, piante in
alveo e un parziale copertura delle rive con vegetazione semi-naturale, i campioni hanno mostrato in
11 casi nessuna crescita di colonie di enterobatteri e in altre 7 nessun batterio patogeno € stato
riscontrato. In 6 casi si sono riscontrate colonie di Escherichia coli e in 2 Citrobacter freundii.
Notevole la differenza tra i due ambienti quindi in relazione alle caratteristiche stesse delle acque, piu
che dell'ospite analizzato. Inoltre la densita delle testuggini nel primo laghetto sembra essere stata
decisamente piu alta rispetto al secondo.

Di rilievo il ritrovamento di Escherichia fergusonii, per le prima volta in Italia in un rettile e di
Salmonella thompson potenzialmente zoonotica.

Piu che un potenziale veicolo di zoonosi quindi la Trachemys scripta potrebbe rappresentare un
importante sentinella di rischio sanitario, correlabile allo stato trofico, disponibilita di ossigeno e
sostanza organica, sorgenti di contaminazione e temperatura delle acque in cui vive. Un controllo di
questi parametri e una vigilanza sanitaria in funzione della stretta vicinanza con 1’'uvomo diviene un
importante atto dovuto.
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INDAGINE SULLE PATOLOGIE BATTERICHE RISCONTRATE IN CETACEI
SPIAGGIATI LUNGO LE COSTE LIGURI DURANTE IL PERIODO 2009-2011
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Il fenomeno dello spiaggiamento rappresenta un evento che, seppur grave, consente la raccolta di
preziose informazioni ai fini del monitoraggio dello status sanitario delle specie di cetacei presenti nei
nostri mari, a tutela dell’ambiente e della salute pubblica. I cetacei spiaggiati possono essere affetti e
di conseguenza vettori di patologie a carattere zoonosico, quali brucellosi, influenza di tipo A, mal
rossino e micobatteriosi da Mycobacterium marinum. Per quanto riguarda il ruolo dei batteri nei
mammiferi marini, alcuni possono far parte della normale flora e sono presenti nell’ambiente, altri
sono opportunisti e possono causare malattia in soggetti immunodepressi. Molto spesso tuttavia la
definizione del loro ruolo patogeno € resa difficile da diversi fattori, comprese le difficolta
diagnostiche collegate alla complessita intrinseca di alcuni casi, I’assenza di anamnesi, la mancanza di
dettagliati esami istopatologici e l'autolisi post-mortem, una condizione spesso osservata nei cetacei
spiaggiati. Scopo del presente lavoro € presentare i risultati delle indagini microbiologiche
(batteriologiche e micologiche) effettuate su una serie di cetacei spiaggiati in Liguria nel periodo
2009-2011, al fine di fornire un contributo conoscitivo sulle patologie batteriche (ed eventualmente
micotiche) riscontrate nei mammiferi marini spiaggiati lungo le coste italiane. La creazione di
un’attiva rete di collaborazione tra gli Enti coinvolti negli spiaggiamenti della Regione Liguria ha
portato, nel periodo 2009-2011, alla segnalazione e al successivo intervento su 19 esemplari di cetacei
spiaggiati: 15 stenelle (Stenella coeruleoalba), 3 tursiopi (Tursiops truncatus), 1 balenottera comune
(Balaenoptera physalus). Tutti gli esemplari sono stati sottoposti ad esame necroscopico e a
successive indagini laboratoristiche  (istopatologiche, immunoistochimiche, batteriologiche,
virologiche e biomolecolari) a seconda dello stato di conservazione della carcassa. L’esame colturale ¢
stato eseguito, quando possibile, su polmone, cuore, rene, fegato, milza, tampone dallo sfiatatoio ed
encefalo per la microbiologia generale; su milza, linfonodi ed encefalo per la ricerca di Brucella spp. e
su intestino retto per 1’isolamento di Salmonella spp. In 6 animali su 19 € stato isolato Photobacterium
damselae subsp. damselae da solo o in associazione ad altri agenti batterici. L’isolamento di P.
damselae in coltura pura da diversi organi, compresi polmone, linfonodo mediastinico, fegato, rene,
milza, cuore e tessuto cerebrale in 4 dei suddetti casi suggerirebbe una possibile setticemia come causa
di morte. Tutti gli animali sono risultati negativi per la presenza di Salmonella spp., V.
parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus all’analisi tramite PCR. Brucella spp. e miceti non sono
mai stati isolati. In un caso é stato rilevato un grave e diffuso quadro di broncopolmonite
piogranulomatosa a carattere emorragico-necrotizzante, associata a linfoadenite granulomatosa e
necrotizzante e a meningo-encefalite da Corynebacterium propinquum. L'isolamento di P. damselae da
un elevato numero di soggetti confermerebbe la diffusione di questo batterio nei cetacei del Mar
Ligure, sebbene non sia del tutto chiaro il suo ruolo pur essendo gia stato considerato un patogeno
primario nei delfini. In proposito, ¢ anche possibile che 1’azione immunosoppressiva di altri agenti
quali Morbillivirus, o gli effetti immunotossici di alcuni contaminanti ambientali predispongano gli
animali ad infezioni secondarie da P. damselae.

In conclusione, l'esperienza di sorveglianza sanitaria lungo le coste liguri pud essere considerata un
punto di partenza per la creazione di una rete a livello nazionale, allo scopo sia di monitorare lo stato
di salute dei mammiferi marini a vita libera, sia di proteggere la salute pubblica.

Ricerca effettuata con fondi di ricerca del Ministero della Salute, Ricerca Corrente 2008 “Sorveglianza sanitaria dei cetacei
spiaggiati lungo le coste della Liguria, della Toscana e del Lazio”.
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Nel corso dei primi mesi del 2012 si sono verificati alcuni episodi di ingente mortalita in larve, post-
larve ed avannotti di spigola allevati in un impianto a terra a bassa salinita (3-4%o). I pesci mostravano
una sintomatologia aspecifica con atteggiamento asfittico, rigonfiamento addominale e deformita
scheletriche. Per stabilire la causa mortis sono stati eseguiti esami necroscopici, parassitologici,
batteriologici e RT-PCR per ricerca di Betanodavirus secondo metodiche di laboratorio standard su 3
lotti diversi (1 lotto di post-larve di 59 gg e 2 di avannotti di 74 e 86 gg di eta) composti da circa 20
soggetti ciascuno. Per quanto concerne questi lotti, nonché per alcuni lotti di larve di 38 gg e di
avannotti di 95 gg d’eta, alcuni soggetti venivano inoltre fissati sul campo in formalina tamponata al
10% ed inviati in laboratorio per I’esame istologico.

All’esame necroscopico si evidenziava con elevata frequenza iperinsufflazione vescicale associata ad
iperdistensione dell’intestino, contenente materiale alimentare solo parzialmente digerito. La
concomitanza delle due alterazioni sembrava avere un effetto meccanico compressivo sulla colonna
vertebrale che si presentava deformata “ad arco”, come nei casi di grave cifosi. Tutti i soggetti
esaminati sono risultati negativi sia all’esame parassitologico sia alla RT-PCR per Betanodavirus.
L’esame batteriologico ha permesso di isolare in quantita significativa dal cervello di tutti i soggetti
dei 3 lotti esaminati Aeromonas veronii var. sobria.

In tutti i lotti esaminati, I’esame istologico metteva in evidenza a livello branchiale iperplasia e necrosi
con congestione dei filamenti ed anemia delle lamelle, ipertrofia delle cellule mucipare, sfaldamento
cellulare, infiltrato linfocitario e aggregati batterici. Si rilevavano inoltre erosioni ed ulcere cutanee,
talvolta con interessamento della muscolatura scheletrica in cui si evidenziava presenza di emorragie
interstiziali, infiltrazione macrofagica e linfocitaria e aggregati di batteri. In fegato, rene e milza si
osservava un quadro setticemico con aree di necrosi associate a presenza di batteri anche nel lume
vasale. In particolare a livello renale era possibile apprezzare dilatazione del lume dei tubuli con
degenerazione vacuolare dell'epitelio, congestione, glomerulonefrosi e presenza di batteri nel tessuto
emopoietico. Nella maggior parte dei soggetti il cervello presentava congestione diffusa e aree di
necrosi con presenza di batteri. Le osservazioni istologiche hanno confermato I’iperinsufflazione della
vescica natatoria e la presenza di deformita scheletriche riconducibili a quadri di marcata cifosi.

A differenza delle precedenti segnalazioni di Aeromonosi in spigole allevate in Italia, riguardanti pesci
di taglia superiore a 50g, nel caso qui riportato I’infezione da A. veronii var. sobria é stata rilevata solo
in stadi larvali, post-larvali e giovanili. Gli isolati hanno mostrato un quadro di resistenza in vitro alle
molecole antibiotiche autorizzate per ’acquacoltura in Italia, ad eccezione della flumechina che e stata
utilizzata con successo nel trattamento dell’infezione.

A. veronii var. sobria si conferma un agente patogeno opportunista che pud rappresentare una
problematica sanitaria di rilievo per la spigola in sistemi produttivi che utilizzano acque a bassa
salinita.
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EPISODIO DI PSEUDOMONOSI IN TROTE LACUSTRI (SALMO TRUTTA LACUSTRIS)
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La trota lacustre o di lago (Salmo trutta lacustris) € un Salmonide tipico degli ambienti lacustri, degli
immissari e degli emissari dei bacini dulcacquicoli. Sebbene in passato questa specie sia stata
considerata un ecotipo di Salmo trutta adattatosi all’ambiente lacustre, recenti studi avrebbero
individuato popolazioni geneticamente isolate nei grandi laghi prealpini, riportando in auge il dibattito
sulla classificazione della trota di lago. Al di la delle disquisizioni sistematiche, questo Salmonide
rappresenta una specie ittica fondamentale nell’equilibrio del popolamento ittico dei bacini dove é
presente; infatti, data la sua spiccata ittiofagia, occupa una posizione apicale nella catena trofica
lacustre. 1l suo areale di distribuzione si estende dal Nord Europa (Irlanda, Regno Unito e
Scandinavia) fino alla catena alpina (non oltre i 1800 metri s..m.). Vive in laghi profondi,
preferibilmente oligotrofi, freschi e ossigenati: nel territorio italiano € presente, con popolazioni in
decremento, nei grandi laghi prealpini come il Lago Maggiore, Lago di Como, Lago di Garda e Lago
d’Iseo. Rispetto alla trota fario di torrente, questa specie si differenzia per le dimensioni maggiori, in
guanto pud raggiungere e superare i 20 kg di peso e per la morfologia, presentando un capo breve, una
corporatura piu tozza e robusta e scaglie piccole. La colorazione risulta alquanto variabile: il dorso puo
essere nero, grigio scuro, marrone o bluastro, i fianchi hanno solitamente tinte grigio-argentee con
numerose macchie nere, che sono presenti anche su testa, dorso e opercoli, mentre il ventre assume
tonalita bianco-grigiastre molto chiare. Le femmine, in natura, raggiungono la maturita sessuale al
quinto anno di eta, mentre i maschi al quarto; in autunno, gli individui sessualmente maturi risalgono
gli immissari dei laghi, dove depositano le uova; i giovani vivono in sede fluviale per i primi anni di
vita per poi accedere alle acque lacustri. Gli esemplari adulti possono stazionare fino a 100 metri di
profondita. Negli ultimi decenni, la trota di lago ha subito una grave diminuzione, soprattutto a causa
dell’impossibilita di raggiungere gli areali di frega elettivi per la presenza di sharramenti artificiali che
ne impediscono la risalita lungo le aste fluviali. Considerando pertanto la sua importanza a livello
faunistico, ma anche economico e alieutico, la Regione Lombardia ha attivato un programma di
recupero ittiofaunistico della trota lacustre, andando a verificarne le capacita produttive, per una sua
possibile valorizzazione zootecnica. In una troticoltura intensiva lombarda di piccole dimensioni, nella
primavera 2012, si € verificata una mortalita in un lotto di giovanili di trota lacustre stabulati in vasche
di vetroresina, alimentate con acqua superficiale proveniente dai bacini esterni; i soggetti, nati a fine
gennaio 2012, presentavano una lunghezza di circa 3-4 centimetri. La mortalita ha colpito tutte le
vasche, con un’incidenza giornaliera pari a circa 0,8%. | soggetti colpiti presentavano in vasca letargia
natatoria e melanosi diffusa; tutti i pesci continuavano perd ad alimentarsi normalmente. In tutti i
esemplari giunti in laboratorio & stato effettuato un esame virologico per verificare 1’eventuale
presenza di malattie di origine virale; inoltre sono stati effettuati esami colturali su terreni di primo
isolamento (Agar Sangue e TSA) direttamente da prelievo sui soggetti e dall’omogenato preparato per
I’esame virologico. L’esame virologico ¢ risultato negativo per tutti i pool saggiati, mentre 1’esame
colturale ha evidenziato una crescita rigogliosa di colonie traslucide, Gram negative, in purezza; alle
successive indagini, sia colturali su terreni selettivi (MCK, TCBS, PIA, CHROV), sia tramite 1’utilizzo
di test biochimici in micrometodo (API20E e API20NE), i germi isolati sono stati identificati come
Pseudomonas fluorescens. Dalle colonie isolate ¢ stato poi effettuato I’antibiogramma, mediante
tecnica Kirby-Bauer, il cui esito ha evidenziato una sensibilita all’acido ossolinico e alla flumequine. Il
trattamento antibiotico della partita colpite, effettuato mediante la somministrazione di flumequine
attraverso I’alimento, ha sortito una completa remissione della sintomatologia e della mortalita dopo 4-
5 giorni di terapia. Questo episodio rappresenta un’ulteriore segnalazione della patogenicita di P.
fluorescens nelle specie ittiche d’allevamento, dopo i casi descritti di Pseudomonosi a carico di trota
fario (S. trutta fario), trota marmorata (S. trutta marmoratus) e storione siberiano (Acipenser baeri) sul
territorio nazionale.
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DELL’INCREMENTO DELLA RESISTENZA ALLA LATTOCOCCOSI NELLA TROTA
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P.L. & Prearo M.
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La lattococcosi della trota iridea, patologia ittica d’acqua calda, ¢ causata da Lactococcus garvieae, un
germe Gram positivo che si € rivelato un patogeno di elevato impatto economico in troticoltura. In
alcune specie ittiche € stato individuato un coinvolgimento nella resistenza a patologie batteriche dei
polimorfismi del gene codificante per la catena beta delle molecole del sistema maggiore di
istocompatibilita di classe Il (MHCIIB). Ad oggi non sono ancora stati condotti studi che abbiano
indagato il ruolo di questo marcatore nella modulazione della resistenza alla lattococcosi. Questo é
stato pertanto 1’obiettivo del presente lavoro che si ¢ articolato in tre distinte fasi: 1) - selezione dei
soggetti da esporre ad infezione naturale e messa a dimora in acque contaminate; 2) - campionamento,
analisi batteriologiche e analisi genetica del gene MHCIIB negli individui deceduti e nei sopravvissuti;
3) - identificazione univoca dei sopravvissuti da utilizzare come riproduttori per la creazione di una
generazione successiva da utilizzare per valutare la suscettibilita/resistenza alla malattia e in ulteriori
studi con approccio genome-wide.

Sono stati acquistati 500 esemplari suddivisi in tre vasche distinte: nel periodo estivo la temperatura
dell’acqua ¢ oscillata tra 17°C e 22°C, creando le condizioni ottimali per lo sviluppo e 1’insorgenza
della lattococcosi. Tra luglio e ottobre 2011 sono deceduti 181 esemplari, congelati singolarmente a —
20°C. Sono stati sottoposti tutti ad esame autoptico, colturale di primo isolamento e al prelievo della
pinna adiposa da utilizzare per 1’analisi genetica. Tutti i soggetti deceduti hanno mostrato una
sintomatologia ascrivibile all’infezione da Lactococcus garvieae caratterizzata da melanosi, esoftalmo
bilaterale, spesso con evidente cheratite, enterite sovente emorragica, splenomegalia e presenza di
emorragie diffuse a localizzazione cutanea, oculare, epatica, viscerale e muscolare. Otto esemplari, pur
presentando la sintomatologia suddetta, sono pero risultati negativi all’esame batteriologico; due trote
con sintomatologia e quadro anatomopatologico evidente, sono invece risultate positive per Yersinia
ruckeri: tali esemplari sono pertanto stati esclusi dallo studio caso-controllo. Nel mese di dicembre
sono stati identificati tutti i campioni sopravvissuti, mediante inserimento di microchip sottocutaneo,
al fine di consentirne I’utilizzo in modo univoco nella creazione di famiglie per produrre una
discendenza certa; inoltre ¢ stato effettuato, in anestesia controllata, il prelievo della pinna adiposa di
ciascun individuo. Partendo da quattro riproduttori maschi e nove femmine, mediante riproduzione
artificiale, sono state create nove famiglie, di cui soltanto tre hanno portato a termine lo sviluppo
embrionale con la nascita di avannotti posti in vasche separate. | soggetti che risulteranno resistenti
alla nuova esposizione alla malattia saranno a loro volta utilizzati quali riproduttori.

Un frammento di 350 pb dell’esone II del gene MHCIIB, codificante per il dominio ipervariabile 31,
dominio preposto all’interazione con 1’antigene, € stato sequenziato a partire dal DNA estratto dalla
pinna adiposa dei 171 soggetti deceduti positivi e dei 216 controlli. Sono state allineate tutte le
sequenze ottenute: negli esemplari sopravvissuti negativi sono stati rilevati 35 alleli. Al momento é in
corso il calcolo delle frequenze alleliche e dell’equilibrio di Hardy-Weinberg per ciascun
polimorfismo. Mediante il software PHASE v.2.1 verranno definiti gli aplotipi e verra inoltre eseguito
il permutation test sulla popolazione dei casi e dei controlli, al fine di valutare se esistano differenze
genetiche tra di esse che possano essere associate ad una differente suscettibilitd/resistenza alla
malattia. Analogamente verra effettuato il test Chi-quadro applicato ai singoli polimorfismi e aplotipi
al fine di raffrontare se vi siano differenze statisticamente significative tra casi e controlli nelle
frequenze osservate.

Ricerca finanziata dal Ministero della Salute, Ricerca Corrente 2009
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Gli isolamenti di micobatteri atipici in materiale ittico sul nostro territorio sono ancora molto scarsi.
Le segnalazioni si basano essenzialmente su reperti occasionali o piu frequentemente su episodi
rinvenuti in cattivita. Nel caso riportato, viene descritto il primo isolamento di Mycobacterium
abscessus in storione russo (Acipenser gueldenstaedtii) proveniente da un impianto di acquacoltura
alimentato con acqua superficiale. Questa specie, che pud superare i 100 kg di peso, € originaria del
Mar Nero, del Mare d’Azov, del Mar Caspio e dei rispettivi fiumi tributari principali. La sua
morfologia & caratterizzata dai tratti tipici della famiglia degli Acipenseridi, quali corpo allungato,
pinna caudale eterocerca, presenza di 5 file di placche ossee lungo dorso, fianchi e ventre, muso
arrotondato e ornato, sul margine inferiore, da 4 barbigli che precedono la bocca infera. La specie ha
conosciuto una discreta diffusione negli allevamenti italiani per via dell’ottimo caviale e della carne di
buona qualita che é in grado di fornire in tempi relativamente contenuti. Durante le operazioni di
monitoraggio che il laboratorio di Torino sta conducendo presso un allevamento intensivo di storioni
della Pianura lombarda, & giunto sul tavolo anatomopatologico un esemplare di circa 30 centimetri,
che si presentava dimagrito rispetto agli altri soggetti campionati durante il prelievo. In questo
soggetto, all’apertura della cavita celomatica si ¢ osservato un quadro caratteristico, con presenza di
noduli di diverse dimensioni a livello degli organi interni, in particolar modo nel fegato dove si &
evidenziato un nodulo di grosse dimensioni (circa 7 mm di diametro). Si e proceduto ad effettuare gli
esami routinariamente previsti nell’attivita di monitoraggio (esame colturale su terreni di primo
isolamento, esame parassitologico ed esame virologico) e successivamente sono stati condotti prelievi
mirati dei vari organi sia per 1’esame colturale su terreni selettivi per la ricerca di micobatteri che per
quello istologico. | campioni di organi utilizzati per la ricerca di micobatteri sono stati omogenizzati in
stomacher, decontaminati con cetylpiridinium, centrifugati e seminati su tubi Léwenstein-Jensen e
Stonebrink. | terreni sono stati incubati ad una temperatura di 28 + 2°C. Tutte le colonie sviluppatesi
sono state colorate con il metodo Ziehl-Neelsen (ZN) e quelle risultate alcool-acido resistenti sono
state trapiantate per la successiva identificazione. Sulle colonie sviluppatesi sono state valutate la
velocita di crescita, la capacita di produrre pigmento e la fotoinduzione; inoltre sono stati condotti i
test previsti da Kent & Kubica (arilsulfatasi a 3 e 14 giorni, catalasi semiquantitativa, crescita su
MacConckey senza cristalvioletto, riduzione dei nitrati, capacita di idrolisi del Tween 80, crescita su
terreno con il 5% di NaCl, ureasi, mannitolo, inositolo e citrato di sodio). Per I’esame istologico, i
campioni sono stati fissati in formalina, inclusi in paraffina e tagliati al microtomo in sezioni di 4 + 2
um di spessore a diversi livelli. In parte sono stati destinati a colorazione con Ematossilina-Eosina e in
parte a colorazione ZN. Tutte le analisi effettuati routinariamente hanno dato esito negativo, mentre si
e osservata una crescita rigogliosa di colonie sui terreni selettivi per micobatteri. Alla colorazione ZN
tutte le colonie sono risultate positive e alla successiva identificazione fenotipica e biochimica, si &
potuto identificare Mycobacterium abscessus. A livello istologico si & potuto osservare la presenza di
granulomi diffusi sia sul parenchima epatico che renale. L’episodio descritto rappresenta la prima
segnalazione sul territorio nazionale della presenza di M. abscessus con lesioni evidenti in storione
russo allevato. Nei 18 campionamenti eseguiti durante il corso del monitoraggio, questo esemplare,
che in vasca non ha presentato alcun tipo di sintomatologia, € il solo risultato colpito da micobatteri
atipici; pertanto questo episodio seppur isolato, rappresenta un valido modello per lo studio delle
micobatteriosi atipiche nelle specie ittiche e in particolar modo negli Acipenseridi, in cui la risposta
tissutale sembra differire da quanto osservato nelle altre specie ittiche.

Ricerca effettuata con fondi di Ricerca Corrente del Ministero della Salute.
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Coccidian protozoans of the genus Aggregata Frenzel, 1885 (Apicomplexa) are intracellular parasites
with an indirect cycle, transmitted through food-web. Merogonic stages infect crustaceans as
intermediate hosts, while sporogony and gametogony occur in several species of Cephalopoda, with
high host-specificity. In Mediterranean waters, the species A. eberthi (Labbé, 1895) and A. octopiana
(Schneider, 1875) are respectively known to infect Sepia officinalis and Octopus vulgaris, with
pathogenic effects observed in the hosts’ tissues. To date, there is no report on other associations
between Aggregata spp. and cephalopods from the same area.

In the preliminary phase of a parasitological research on cephalopods from Sardinian waters,
specimens of Ancistrocheiurus lesueurii (1), Ancistroteuthis lichtensteini (4), Histioteuthis bonnellii
(37), Histioteuthis. reversa (28), Todarodes sagittatus (21), O. vulgaris (14), and Eledone cirrhosa (8)
were examined between February 2009 and March 2012. O. vulgaris samples were collected from
traps used at a depth of 20 to 40 m, whilst the other specimens by trawl fishing from 550 to 700 m. In
the laboratory, the detection of protozoans was conducted by dissection of the organs under
stereomicroscope, and observations of portions of tissue in fresh mounts at light microscope. Samples
of infected tissues were stored in 95° ethanol and in formalin for further molecular and histologic
analyses. The identification of species was done by morphologic and morphometric features of mature
oocysts and sporocysts, and by the number and size of the sporozoites within. Measurements are
reported in the Table below. Prevalence (%) and intensity of infections were recorded, the last
expressed by semi-quantitative levels (from 1 to 3), due to the high numbers of infective forms.
Macrogametes, sporonts, oocysts at various development stages, and sporocysts of A. octopiana and of
the recently discovered A. sagittata Gestal, Guerra, Abollo & Pascual, 2000 were observed in the
digestive tract and gills of O. vulgaris and T. sagittatus, with prevalences of 35.7% and 14.3%. In
addition, at least another species of Aggregata was observed in the oesophagus, stomach, spiral
caecum and intestine of H. bonnellii, H. reversa, and A. lichtensteini with prevalence of 30.6%, 76.0%
and 25.0%, respectively. This is the first observation of the infection in these deep sea cephalopods.
According to the morphologic and morphometric data recorded, and as the high specificity of this
parasites would suggest, likely new species of Aggregata in European waters are reported. More
detailed studies will explain if one or more species are involved. Moreover, the first geographical
record of A. sagittata in Mediterranean waters is given.

Table - features of Aggregata spp. found in five cephalopod species from Sardinian waters. All measures are given in pm.

features Spectes A. octopiana A. sagittata Aggregatasp.1  Aggregatasp.2  Aggregatasp. 3
Host O. wulgaris T. sagittatus H. bonnellii H. reversa A. lichtensteini
Oocyst length 680 - 1140 100 - 620 85-270 72-310 210-230
Oocyst width 540 - 1010 97 - 600 80-250 68 - 300 200 - 230
Sporocyst length 12.3-17.7 164-175 9.1-96 9.7-10.2 12-13
Sporocyst width 12.0-16.7 144-16.2 74-82 82-92 105-12
Wall thickness 06-13 09-10 0.6 0.8 1.0
Sporozoites no. 6-8 6-8 3 3 3
Sporozoites length 20 21-23
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Zooprofilattico delle Regioni Lazio e Toscana, Laboratorio di Ittiopatologia Sezione di Pisa;
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La necessita di nuovi prodotti dell’acquacoltura marina ha stimolato negli ultimi anni I’interesse verso
I’allevamento di specie alternative e, tra queste, il polpo (Octopus vulgaris, Cuvier, 1798) € una di
quelle che suscita maggiore interesse. Infatti, questa specie presenta molte caratteristiche che la
rendono adatta all’allevamento a fini produttivi, come ad esempio il rapido e facile adattamento alla
cattivita, un ciclo vitale breve (circa 24 mesi), il favorevole tasso di accrescimento ed un elevato tasso
di fecondita. Nell’ambito di un progetto di ricerca cofinanziato dalla Regione Toscana, dal 2001
’azienda “Maricoltura di Rosignano Solvay” (LI) sta conducendo un tentativo di allevamento a ciclo
completo di riproduzione di O. vulgaris ma, ad 0ggi, questo tentativo non é stato completato a causa
della morte delle forme giovanili, principalmente delle paralarve tra il 35° e il 70° giorno di vita,
nonostante in alcuni casi esse abbiano raggiunto i 5,5 mesi di eta (stadio di subadulto). Nel corso di
alcune indagini preliminari su esemplari di maschi adulti sacrificati, all’esame anatomo-patologico
sono stati rilevati noduli miliari biancastri nello spessore delle pareti dell’intestino e della spirale del
cieco. L’esame istologico ha permesso di evidenziare nella sottomucosa la presenza di oocisti
contenenti numerose sporocisti. A livello intestinale sono stati inoltre osservati altri stadi dello stesso
protozoo, riconducibili a macrogametociti e microgametociti. Alcune analisi a fresco su campioni
fecali provenienti sia dai soggetti necroscopizzati che dagli altri riproduttori presenti in allevamento,
hanno inoltre consentito di osservare la presenza di sporocisti di forma subsferica-ovoidale delle
dimensioni medie di 17,5 um x 15,0 um (range 15,5-20,5 um x 12,5-15,5 um), contenenti humerosi
sporozoiti (da 8 a 26 circa). Sulla base della morfologia, delle dimensioni, della localizzazione e delle
lesioni osservate, il parassita isolato € stato identificato come appartenente al genere Aggregata,
Frenzel, 1885 (Apicomplexa: Aggregatidae). Questo genere di protozoi interessa sia il polpo che altri
cefalopodi, come la seppia ed il calamaro, e include alcune specie a ciclo dixeno. | cefalopodi sono gli
ospiti definitivi, in cui avviene sia la fase gametogonica che sporogonica, mentre alcune specie di
crostacei rappresentano gli ospiti intermedi, in cui avviene la merogonia. Aggregata octopiana,
Schneider 1875, sembra essere ’unica specie che infetta O. vulgaris, mentre altre specie di Aggregata
sono state isolate da specie di polpo tipiche del Sud America. A. octopiana € stata isolata da O.
vulgaris sia in Atlantico che nel mar Mediterraneo, in particolare sulle coste spagnole e croate, mentre
in Italia questa specie & stata segnalata nel 2004 in polpi pescati lungo le coste tirreniche siciliane.
Numerose specie di crostacei rappresentano gli ospiti intermedi di A. octopiana. Nei polpi adulti e
sub-adulti allevati, questo genere di parassiti € ritenuto responsabile di ripercussioni negative sulla
funzionalita gastroenterica causa di sindromi da malassorbimento, di riduzione dell’accrescimento e
delle capacita produttive e di alterazioni del comportamento. Nelle infezioni massive questa specie
sembra essere anche causa di morte dei polpi adulti. Per tutti questi motivi Aggregata é ritenuta una
delle principali cause limitanti 1’allevamento del polpo. In O. vulgaris il genere Aggregata é stato
isolato solo dai soggetti adulti ma, nel calamaro, Illex argenitinus (Castellanos, 1960), é stato isolato
anche dalle paralarve. Considerata 1’azione patogena di A. octopiana e limitante 1’allevamento del
polpo, sono in corso indagini finalizzate a valutare 1’impatto di questo parassita sugli animali
dell’allevamento in esame e verificare la possibilita che questa specie possa infettare anche le
paralarve di O. vulgaris.
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Le acque interne sono uno dei sistemi ambientali a maggior rischio di inquinamento da parte
dell’'uvomo e contemporaneamente sostengono un’ingente proporzione della biodiversita. Il loro
monitoraggio & una grande risorsa di conoscenze che permette la costituzione di piani gestionali
sostenibili. In tale visione si inquadra un progetto di ricerca finanziato dalla Provincia di Forli-Cesena
per quanto riguarda le acque di due zone a diverso impatto antropico ed in particolare la diversa
composizione della fauna parassitaria presente nella comunita ittica locale.

Sono stati selezionati due “ambienti tipo”, uno a ridosso della citta (“parco urbano”, filume Montone)
ed uno posto nell'oasi di protezione della fauna a pochi chilometri (“oasi”, fiume Ronco), per
verificare come la diversa "pressione"” dei vari fattori di disturbo di origine antropica potesse essere
correlata alla composizione della parassitofauna della fauna ittica.

Nel periodo 2007-2008 e 2011 sono stati condotti, mediante elettropesca, campionamenti sulle
comunita ittiche presenti in due tratti di circa 150 m individuati negli “ambienti tipo” sopra descritti.
In totale sono state rilevate 12 specie ittiche che hanno mostrato una suddivisione particolare con forti
variazioni di numerosita, diversita e struttura del popolamento che appaiono dettate dall'uso intensivo
di entrambi i siti per il forte consumo d'acqua e improvvise situazioni di torbidita per gestione degli
alvei. Sottocampioni sono stati sottoposti ad indagine parassitologica secondo procedure standard al
fine di evidenziare eventuali differenze nella composizione della parassitofauna.

Sono stati esaminati in totale 102 soggetti appartenenti a 9 diverse specie ittiche, in particolare 41
cavedani (Squalius cephalus), 20 pseudorasbore (Pseudorasbora parva), 12 alborelle (Alburnus
alburnus), 10 barbi (Barbus barbus), 6 lasche (Protochondrostoma genei), 6 carassi (Carassius
carassius), 4 rovelle (Rutilus rubilio), 2 carpe (Ciprynus carpio) e 1 siluro (Silurus glanis). Nei
soggetti esaminati ¢ stata rilevata la presenza di 10 diverse specie parassitarie, con alcune differenze di
tipo qualitativo e quantitativo nei due siti in studio e nelle diverse specie ittiche. In particolare, il
reperto di parassiti eteroxeni quali mixosporidi del genere Myxobolus e di acantocefali della specie
Pomphorhynchus laevis é risultato frequente nelle diverse specie ittiche ed in soggetti provenienti da
entrambi i siti di campionamento, seppur con lievi differenze di prevalenza, mentre infestazioni da
metacercarie di Clinostomum complanatum sono state rilevate solo in barbi ed in cavedani, con
prevalenze sensibilmente maggiori nei soggetti pescati nella zona di “parco urbano”. Il mixosporidio
Thelohanellus sp. é stato evidenziato solo in due soggetti di carassio. E’ stata inoltre rilevata la
sporadica presenza, sempre a bassa intensita d’infezione, di parassiti monoxeni quali Trichodina sp.,
Dactylogyrus sp. e Diplozoon paradoxum in carpa e cavedano. Nell’unico soggetto di siluro esaminato
si e osservata la presenza di monogenei del genere Thaparocleidus a livello branchiale e di
Acanthocephalus sp. a livello intestinale.

In linea generale le percentuali di positivita per parassiti hanno mostrato valori maggiori nei campioni
provenienti dall'area prossima alla citta. Trattandosi per la maggior parte di specie parassitarie a ciclo
indiretto, si pud supporre una maggiore presenza di invertebrati quali gasteropodi, anellidi bentonici e
crostacei anfipodi che rappresentano rispettivamente gli ospiti intermedi di digenei, myxosporidi e
acantocefali, anche se non va tralasciato il fatto che vari fattori di stress ambientale, quali le ampie
variazioni di flusso e la presenza di inquinanti, possano rappresentare fattori predisponenti 1’ospite
ittico nei confronti di parassitosi di diversa natura.
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The fish-borne zoonoses, caused by eating raw or inadequately cooked fish containing the infective
stages of helminths, are an emerging public health problem in many countries of the world, including
Mediterranean area. To date, few data are reported on zoonotic parasites on fish from Sardinia.

A survey on helminth parasites of zoonotic interest was conducted since 2002 on a total of 17
commercial fish species (Anguilla anguilla, Aphanius fasciatus, Atherina boyeri, Chelon labrosus,
Dicentrarchus labrax, Diplodus sargus, D. vulgaris, Gobius niger, G. paganellus, Liza aurata,
L. ramada, L. saliens, Lithognathus mormyrus, Mugil cephalus, Solea solea, Sparus aurata,
Zosterisessor ophiocephalus) from three lagoons of Southern Sardinia: Porto Pino, St. Gilla, and
St. Giovanni.

The fish samples, provided by local fishermen, were examined fresh within 2 or 3 days, or after
freezing at -20°C. The parasites were detected by stereomicroscope and light microscope, or by
artificial digestion (pepsin + hydrochloric acid) of fish portions. The identification of zoonotic
parasites was done by morphology or, in case of the genus Contracaecum, by molecular analyses of
the mitochondrial gene cytochrome oxidase 11 by Mattiucci et al. (pers. comm.).

As summarized in the Table below, 14 off the 17 fish species totally examined harboured at least one
zoonotic parasite, i.e. third-stage larvae of the anisakid nematode Contracaecum rudolphii and/or
heterophyid metacercariae of the genera: Ascocotyle (subgenera Ascocotyle and Phagicola),
Stictodora, Pygidiopsis, and Heterophyes. Only in St. Gilla lagoon all these parasite taxa were
detected. The highest species richness related to zoonotic parasites was observed in L. saliens from the
Porto Pino lagoon, which harboured metacercariae of Phagicola sp. 1, Stictodora sp., and Heterophyes
sp.. The most widespread parasites were C. rudolphii and the subgenus Phagicola, both observed in all
three lagoons, and infecting 6 fish species, with highest prevalence and intensity in D. labrax and in
almost all the populations of Mugilidae, respectively. The consistent findings of these parasites in
highly marketed species suggest that a risk for zoonotic infections related to the consumption of fish
from coastal lagoons of Sardinia should be considered. It is also important to mark the occurrence of
well known zoonotic agents as Heterophyes sp. in L. mormyrus from Porto Pino, and Ascocotyle
(Ascocotyle) sp. in the heart of D. labrax from St. Gilla, which represent new host reports for these
parasites.

Table — Helminths of zoonotic interest in fish from Porto Pino, St. Gilla and St. Giovanni lagoons. Total Prevalence (%) and
mean intensity of infections are reported.

fish arasite C. rudolphii  Ascocotyle sp. Phagicola spp. Stictodorasp.  Pygidiopsissp.  Heterophyes sp.
A. anguilla 38.5%-8.9
A. fasciatus 22%-15 79%-1.7
C. labrosus 25% -29.0
D. labrax 85.5%-875 1.6%-14.0
G. niger 74%-1.2 0.9%-1.0
G. paganellus 33.3%-1.0
L. aurata 83.3% - 76.7
L. ramada 53.8% - 116.7
L. saliens 47.4%-149  36.8%-78.7 36.8%-11.1
L. mormyrus 77%-2.0
M. cephalus 90.9% - 60.4
S. solea 37.5%-2.2
S. aurata 17.9%-2.4 22.6% - 18.6
Z. ophiocephalus | 68.0% - 3.3

Acknowledgements: study supported by MIUR-PRIN 2008 grant.
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L’epidemiologia delle zoonosi parassitarie di origine ittica ha subito importanti cambiamenti negli
ultimi anni a livello mondiale. Sebbene in alcune aree geografiche la loro prevalenza sia diminuita
fortemente a sequito di fattori quali lo sviluppo socio-economico, 1’urbanizzazione, 1’applicazione di
procedure di ispezione degli alimenti e di sanitizzazione degli scarichi fognari, le campagne di
educazione sanitaria ed il crescente utilizzo di fertilizzanti chimici, in altre si continua a registrare la
persistenza o addirittura I’emergenza o ri-emergenza di alcune zoonosi parassitarie di origine ittica. In
Italia in particolare si € assistito alla recente emergenza di casi umani di Opistorchiasi da Opisthorchis
felineus e ad una recrudescenza della Difillobotriasi sostenuta dal cestode Diphyllobothrium latum. La
persistenza di quest’ultima zoonosi indica come nel nostro paese sussistano le condizioni utili al
mantenimento del ciclo biologico di D. latum, individuabili soprattutto nella mancata applicazione di
idonei mezzi di trattamento dei reflui fognari, visto che I’'uomo ne rappresenta 1’ospite definitivo
elettivo. Le abitudini alimentari che comprendono il consumo di prodotti ittici dulciacquicoli crudi o
poco cotti, marinati o affumicati a freddo, rappresentano il fattore di rischio primario nella
trasmissione di questi parassiti zoonosici all’uomo.

Nell’ambito di un progetto di ricerca corrente inerente I’epidemiologia della Difillobotriasi in Italia, si
¢ condotto uno studio volto a definire i valori di prevalenza ed intensita d’infestazione delle larve
plerocercoidi di D. latum in pesci persico pescati durante il biennio 2010-2011 in quattro zone diverse
del Lago di Como (Lecco, Bellagio, Laglio e Menaggio). Nel corso dello studio si sono condotte
inoltre osservazioni volte a mettere in evidenza la distribuzione delle larve plerocercoidi nei filetti di
pesce persico (Perca fluviatilis). La ricerca delle larve plerocercoidi nel muscolo é stata condotta
mediante esame visivo diretto e tramite transilluminatore.

Sono stati esaminati in totale 390 pesci persico, 42 soggetti pescati presso Lecco, 183 presso Bellagio,
24 presso Laglio e 141 presso Menaggio. Le prevalenze per larve plerocercoidi di D. latum sono state:
14,29% a Lecco, 35,52%, a Bellagio, 20,83% a Laglio e 25,53% a Menaggio. Nei 112 soggetti positivi
sono state riscontrate in totale 164 larve plerocercoidi. L’intensita di infestazione & variata da 1 a 4
larve/ospite, con un’intensita media pari a 1,46.

Andando a valutare la distribuzione delle larve nel filetto, si & osservato come il numero presente nel
filetto di destra fosse pressoché sovrapponibile a quello delle larve localizzate nel filetto di sinistra (85
vs 79). Per quanto concerne invece il numero di larve presenti nelle porzioni dorsali rispetto a quelle
ventrali, si & osservata una differenza notevole (144 vs 20). Considerando la distribuzione delle larve
nelle porzioni anteriori e posteriori della muscolatura epiassiale, si € rilevato come il numero fosse
sensibilmente maggiore nella porzione anteriore (90 vs 54). Nella muscolatura ipoassiale non si sono
osservate differenze di rilievo tra il numero di larve localizzate nelle porzioni anteriori e quelle
rinvenute nelle porzioni posteriori, anche se il rapporto é risultato essere inverso (7 vs 13) rispetto a
quanto rilevato nel filetto dorsale.

Questi dati confermano che nel pesce persico la migrazione dei parassiti avverrebbe soprattutto a
livello del primo tratto intestinale, con successivo sviluppo e localizzazione delle larve plerocercoidi
laddove le masse muscolari sono particolarmente sviluppate (porzioni anteriori della muscolatura
epiassiale), con maggiore possibilita di successo di trasmissione a seguito del consumo di filetti di
pesce persico crudi o poco cotti.

Ricerca effettuata con Fondi di Ricerca Corrente del Ministero della Salute e PRINO8 del Ministero
dell’Istruzione, Universita e Ricerca
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Negli ultimi anni ¢ decisamente aumentato 1’interesse scientifico nei confronti dei nematodi della
famiglia Anisakidae in particolare il genere Anisakis, il cui potenziale zoonotico € ampiamente
conosciuto. Tali parassiti nel loro noto ciclo biologico riconoscono come ospiti intermedi e/o
paratenici diverse specie di pesci teleostei nonché molluschi cefalopodi di cui si conosce il rilevante
ruolo nelle catene trofiche marine e la suscettibilita all’infestazione da parte di vari parassiti acquatici
marini (Petric et al., 2011, J. Parasitol., 97, 1: 55-62). Scopo del presente lavoro é stato quello di
valutare la presenza di nematodi della famiglia Anisakidae in molluschi cefalopodi e nel contempo
effettuare una identificazione morfologica di genere seguita dall’identificazione molecolare di specie
degli stadi larvali mediante PCR-RFLP. Un totale di 120 esemplari di molluschi cefalopodi, di cui 60
di totani (Todarodes sagittatus), 20 di Sepia officinalis, 15 di Eledona moscata, 15 di Loligo vulgaris e
10 di Octopus vulgaris, sono stati sottoposti ad esame parassitologico, per la ricerca di nematodi
Anisakidae. | campioni, prelevati presso imbarcazioni per la pesca, erano stati pescati lungo le coste
della Sicilia (Palermo e Sciacca) e nella zona sud ovest della regione Calabria. Gli esemplari appena
pescati, posti sotto ghiaccio e trasportati in laboratorio, sono stati misurati, pesati e sottoposti ad esame
necroscopico e ad esame visivo della cavita celomatica e dissezione del pacchetto viscerale: i visceri
sono stati asportati e osservati sia visivamente (Reg 2074/2005) che mediante I’ausilio dello
stereomicroscopio. | nematodi riscontrati sono stati isolati, puliti in soluzione fisiologica e fissati con
etanolo 70%; successivamente le larve sono state sottoposte ad identificazione morfologica a livello di
genere, previa chiarificazione in glicerolo, mediante microscopico ottico, in base alle chiavi
morfometriche indicate in bibliografia. Le larve isolate sono state quindi conservate in etanolo 70%
per la successiva identificazione biomolecolare mediante due enzimi di restrizione (Hhal, Hinfl) dopo
amplificazione mediante PCR della regione genomica nucleare ITS (ITS-1, 5.8 S, ITS2) (D’ Amelio et
al., 2000, Int. J. Parasitol., 30: 223-226).

In ciascun soggetto é stato contato il numero di larve di Anisakidae presenti ed il loro stato di vitalita:
sono state calcolate la prevalenza, I’intensita di infestazione e 1’abbondanza. Sono state rinvenute larve
di nematodi, solo in sede viscerale, in 4 esemplari di totano (Todarodes sagittatus) di cui 3 provenienti
da Sciacca e 1 esemplare pescato in una localita della provincia di Reggio Calabria: in particolare in
due dei 3 campioni di totani siciliani & stata isolata una larva di Hysterothylacium mentre dall’altro
esemplare sono stati isolate 4 larve di cui 3 di Hysterothylacium e una di Anisakis identificata come
stadio larvale L3, appartenente al morfotipo denominato Anisakis Type | (sensu Berland 1961)
(coinfestazione). Nel campione pescato nelle acque calabresi, sono state rinvenute 4 larve di Anisakis
identificate morfologicamente al microscopio ottico come Anisakis Type Il (sensu Berland 1961).
Riguardo all’analisi biomolecolare in PCR-RFLP per il genere Anisakis, i profili di digestione ottenuti
e confrontati con le chiavi di lettura indicate in bibliografia, hanno permesso di identificare come A.
pegreffii la larva isolata dal campione di totano proveniente dalle coste siciliane e come A. physeteris
la larva isolata dal totano pescato nelle acque del basso lonio prospicienti lo Stretto di Messina:
quest’ultima specie, che allo stadio adulto é stata documentata nel capodoglio (Physeter
macrocephalus) la cui presenza € nota in queste acque, era stata gia da noi identificata in campioni di
Todaropsis eblanae provenienti dalla stessa zona.

| risultati da noi ottenuti confermano quanto gia riportato da pit autori sulla presenza di larve di
Anisakis sp e di Hysterothylacium sp in totani del Mar Mediterraneo, seppur con ridotta prevalenza ed
intensita e la relazione tra specie di Anisakis e presenza nelle acque marine degli ospiti definitivi
(mammiferi marini). Nel contempo si sottolinea I’importanza di una corretta identificazione sia del
genere che della specie dei nematodi anisakidi isolati.
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Con il presente report si vuole segnalare la presenza di Myicola ostreae (Copepoda: Myicolidae) in
due esemplari di Crassostrea gigas importati in Italia dalla Francia ed inviati dal distributore ad un
laboratorio privato in seguito ad alcune segnalazioni di sospetta parassitosi da parte dei clienti. Alcuni
parassiti sono stati isolati dal mantello del mollusco, fissati in alcool etilico 70° e successivamente
inviati al Laboratorio di Ittiopatologia del DSMVet di Bologna per I’identificazione di specie. I
parassiti, riferibili morfologicamente a crostacei, sono stati reidratati in acqua deionizzata e chiarificati
in Hoyer per 1’osservazione delle caratteristiche tassonomiche, confrontandole con la descrizione di
Hoshina e Sugiura (1953) [Hoshina T., Sugiura Y. (1953). On two new species of parasitic copepods
of mollusks. J Tokyo Univ Fish, 40: 25-33] e utilizzando chiavi identificative specifiche riportate da
Boxshall e Halsey (2004) [Boxshall G.A., Halsey S.H. (2004). Copepod orders and families - Family
Myicolidae Yamaguti, 1936. In: An Introduction to Copepod diversity, Part Il, Boxshall G.A., Halsey
S.H. (eds), London, UK, The Ray Society, 588-591].

L’osservazione della caratteristiche morfologiche dei campioni esaminati ha permesso di identificarli
come crostacei copepodi appartenenti alla specie Myicola ostreae. Il ciclo biologico di questi copepodi
resta attualmente ignoto, ma si suppone sia sovrapponibile a quella di altri Myicolidae, ovvero
composto da sei stadi naupliari e cinque stadi copepoditi a vita libera. La trasmissione all’ospite
mollusco avverrebbe ad opera di questi ultimi, soprattutto in condizioni ambientali ottimali e in
presenza di elevate densita di biomassa.

Originariamente descritta in Giappone nei primi anni *50 nell’ostrica concava giapponese C. gigas, a
partire dagli anni >70 M. ostreae € stata riportata sul territorio europeo in diversi molluschi, fra cui
anche l'ostrica piatta Ostrea edulis e ’ostrica portoghese C. angulata, a seguito dell’introduzione
massiva di C. gigas.

Sebbene I’impatto sanitario di M. ostreae sia considerato in genere piuttosto limitato, sembra che
guesto copepode sia in grado di determinare diminuzione dei tassi di crescita e, nel corso di
infestazioni massive, predisposizione ad infezioni secondarie di diversa natura. Generalmente attorno
al sito di attacco del crostaceo, rappresentato frequentemente dalle branchie ed occasionalmente dal
mantello, si riporta la presenza di un’areola giallo-verdastra corrispondente, a livello istologico, ad
intensa infiltrazione emocitaria incapsulata da una sottile capsula fibroblastica. Nei due esemplari di
C. gigas esaminati non si € rilevata la presenza di tali lesioni.

La presenza di M. ostreae non risulta attualmente segnalata sul territorio nazionale ed il suo reperto in
molluschi bivalvi importati, seppur destinati al consumo alimentare, rappresenta un campanello
d’allarme per quanto concerne il rischio d’introduzione di agenti biologici esotici.
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Sempre pit spesso gli anfibi si dimostrano utili indicatori biologici dei cambiamenti ambientali, sia in
virtu della loro sensibilita all’alterazione della salubrita dell’habitat sia per la densita spesso elevata di
questi animali, segno di benessere ambientale. Varie sono pero le cause che stanno portando, in alcune
parti del mondo, a un drastico declino intere popolazioni di anfibi, prime fra tutte la pressione da
inquinanti che si svolge sulle diverse fasi di vita di questi piccoli vertebrati. La provincia di Ravenna
ha finanziato un progetto volto appunto all'individuazione delle possibili cause che hanno portato ad
evidenti riduzioni numeriche soprattutto degli Anuri nelle aree di pianura. La recente segnalazione nel
Delta del Po della presenza del micete Batrachochytrium dendrobatidis ha accentuato la necessita di
investigare il suo eventuale coinvolgimento in episodi di mortalita’. Allo scopo sono state scelte 3 aree
di pianura e prima collina con presenza di popolamenti degli anuri in buono, mediocre e cattivo stato
di conservazione. In tali ambienti, con tecniche miste di cattura si sta valutando la numerosita e
struttura dei popolamenti e la presenza di predatori autoctoni e alloctoni (soprattutto l'invasivo
Procambarus clarkii). Il progetto e attualmente in corso e si riportano qui i primi risultati conseguiti
limitatamente alla parte parassitologica.

| soggetti catturati nelle aree di monitoraggio sono stati velocemente portati presso i laboratori di
Parassitologia e Micologia del Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie di Ozzano Emilia (BO).
Gli esemplari sono poi stati sottoposti ad eutanasia come da protocolli europei. Dopo aver preso nota
dei dati morfometrici ed effettuato un rilievo fotografico per i pattern di colorazione, é stato eseguito
un raschiato cutaneo osservato in parte a fresco e in parte utilizzato per allestire strisci poi fissati e
colorati con colorazione di May-Griinwald-Giemsa. Si € poi proceduto ad una dissezione anatomo
patologica durante la quale sono stati effettuati degli strisci di sangue che sono stati fissati in alcool
metilico e colorati con Giemsa. Una coscia con un lembo di cute dell’addome ¢ stata asportata e
congelata per le successive analisi molecolari per la ricerca di B. dendrobatidis. Un frammento di cute
¢ stato inoltre seminato immediatamente su TGh agar per ottenere I’eventuale 1’isolamento del
medesimo patogeno. E’ stata osservata la muscolatura per escludere la possibile presenza di
metacercarie di trematodi incistate. Una porzione di muscolo e una di fegato sono state asportate e
congelate per analisi tossicologiche successive. Il pacchetto viscerale é stato sottoposto a osservazioni
parassitologiche classiche. Al momento sono state analizzati solamente esemplari di Rana Kl.
esculenta.

Le indagini parassitologiche al momento non hanno evidenziato la presenza di B. dendrobatidis agli
esami microscopici né la presenza di metacercarie. | nematodi trovati nel tratto intestinale sono
essenzialmente Oswaldocruzia filiformis e Cosmocerca ornata.

Di interesse il riscontro nel sangue di numerosi eritrociti con Aegyptianella sp. (Rickettsiales,
Anaplasmataceae), Dactylosoma sp. (Apicomplexa, Dactylosomatidae) e la presenza di
Tripanosomatidae e microfilarie. Lo studio si concludera dopo la stagione riproduttiva della primavera
2012 e gli aspetti parassitologici saranno posti in sinergia con i rilievi tossicologici ed ecologici per
produrre linee guida possibili per il mantenimento delle popolazioni.
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II' Florfenicolo (FF), analogo fluorinato sintetico di Tiamfenicolo e Cloramfenicolo (CA), € un
antibiotico ad ampio spettro molto utilizzato in acquacoltura. Nonostante la sua efficacia sia pari a
quella del CA, rispetto a quest’ultimo, esercita una piu bassa tossicita nei confronti dell’organismo
sottoposto a terapia antibiotica, per I’assenza del nitrogruppo. Notoriamente gli antibiotici possono
provocare fotosensibilizzazione: un eventuale effetto fototossico di questi composti € mediato, a
livello cellulare, anche da una maggiore produzione di radicali liberi e radicali dell’ossigeno.
L’aumento della concentrazione di radicali liberi pud causare una condizione di stress ossidativo
nell’organismo.

Obiettivo & la valutazione di biomarkers di stress ossidativo, glutatione S-transferasi, glutatione
reduttasi e concentrazione di glutatione totale, livelli residuali nel fegato e livelli dell’ormone tiroideo
triiodotironina nel sangue di trota iridea alimentati per dieci giorni con due diete medicate con FF (7,5
e 15 mg/kg). La dose raccomandata per il florfenicolo in acquacoltura € 10 mg/kg per pesce per 10
giorni. Le due diete sperimentali sono state preparate a partire da un mangime commerciale per pesci
di allevamento (controllo), a cui € stata aggiunta una premiscela commerciale di florfenicolo (Nuflor,
40 mg/g). Dopo I’acclimatazione, gli esemplari di trota iridea sono stati divisi in due gruppi
sperimentali, di cui il primo esposto all’irradiazione di lampade solari per 12 ore al giorno, mentre
I’altro ¢ stato mantenuto in una condizione di costante ombreggiatura.

Tra gli esemplari sottoposti a condizioni di irradiazione solare e quelli all’ombra, sono state
evidenziate differenze di risposta sia per quanto riguarda i livelli residuali che per gli indici biochimici
indagati. | livelli residuali erano piu alti nelle trote mantenute in condizioni di irradiazione solare
rispetto a quelle in condizioni di ombreggiatura. Livelli piu bassi dell’ormone tiroideo T3 sono stati
evidenziati nel gruppo trattato con un alto dosaggio di farmaco in condizioni di ombreggiamento ed in
tutti e due i gruppi trattati con FF e mantenuti in condizioni di luce artificiale. La valutazione dei
biomarkers di stress ossidativo ha indicato una piu marcata condizione di stress ossidativo negli
esemplari di trota iridea trattati con I’antibiotico e sottoposti ad irradiazione solare, come conseguenza
di un potenziamento dell’effetto tossico dovuto all’azione combinata di ambedue i fattori. Infatti,
sebbene 1’effetto proossidante del FF, alle due dosi testate, sia stato evidente in ambedue i gruppi
sperimentali, esso era piu rilevante in condizioni di irradiazione solare, rispetto a quelle di costante
ombreggiatura.
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Nelle specie ittiche le lesioni cutanee si osservano con maggior frequenza rispetto ai mammiferi e
sono facilmente rilevabili per la variazione di pigmentazione della cute lesa.

La cute dei pesci & una barriera osmotica sensibile alle variazioni del microambiente, dei tossici
ambientali, ed é facilmente aggredibile dai patogeni.

La comparsa di vescicole, papule, noduli, proliferazioni esofitiche, sulla cute di tutte le specie animali,
rivela patologie locali o sistemiche la cui eziologia € molto varia e comprende virus, oncogeni, batteri,
funghi, parassiti, e cause multifattoriali. Percio, 1’inquadramento eziopatogenetico di tali patologie
richiede un approccio interdisciplinare nella scelta degli approfondimenti diagnostici.

Scopo del lavoro e definirne I’eziologia di lesioni cutanee proliferative definendo un protocollo
diagnostico interdisciplinare.

Sono stati esaminati 16 pesci di cui 4 allevati a scopo alimentare, 5 a vita libera, 7 ornamentali. Tutti
avevano lesioni nodulari sulla cute a diversa localizzazione. Durante la necroscopia le lesioni sono
state descritte, isolate, e sezionate in due porzioni simmetriche, di cui una fissata in formalina
tamponata al 10% per la valutazione istologica mediante tecniche Ematossilina-eosina, PAS per la
ricerca dei miceti, Ziehl-Neelsen per i batteri acido-resistenti ed immunoistochimica. Sulla porzione
non fissata e sulla carcassa si & eseguito 1’esame microscopico a fresco per la ricerca di parassiti,
miceti e flavobatteri nonché esami microbiologici in terreni di primo isolamento e selettivi, e
successiva caratterizzazione degli isolati. Gli agenti virali sono stati invece ricercati tramite esame su
coltura cellulare e microscopia elettronica.

Le lesioni istologiche osservate erano di tipo proliferativo a carattere granulomatoso in 8 casi, nei
rimanenti 8 casi a carattere iperplastico/neoplastico.

L’eziologia delle lesioni granulomatose comprendeva 3 casi di micobatteriosi con isolamento di
Mycobacterium marinum; 1 granuloma batterico morfologicamente riferibile a Nocardia, 3 granulomi
parassitari con identificazione di Lernaea cyprinacea, Philometra rischta e Mixosporidi, 1 granuloma
fungino. In 1 caso i micobatteri erano associati ad una lesione neoplastica. Non é stata dimostrata la
presenza di agenti oncogeni virali.

L’approccio diagnostico delle patologie dermatologiche proliferative nei mammiferi comprende quasi
esclusivamente 1’esame istologico bioptico ¢ le forme neoplastiche sono quelle maggiormente
rappresentate. Tale approccio € limitativo in ittiopatologia in quanto gli agenti microbiologici sono
molto diffusi, sono responsabili di lesioni proliferative della cute, non raramente, con andamento
diffusivo. La nostra esperienza di approccio interdisciplinare ci ha permesso di raggiungere diagnosi
morfologiche ed eziologiche e di stabilire, con un buon grado di certezza, la correlazione diretta tra
agente eziologico isolato, lesione microscopica e quadro clinico; nonché di individuare lesioni
neoplastiche e patologie associate.

La completezza delle informazioni che si raccolgono con questo tipo di iter diagnostico permette di
raggiungere un miglior inquadramento dei casi clinici e di impostare profilassi e terapie piu specifiche
ed efficaci.
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Il condrosarcoma & un tumore maligno caratterizzato dalla proliferazione neoplastica di condrociti con
produzione di matrice condroide e fibrillare ma non di matrice osteoide. Tale neoplasia origina sia
dalla cartilagine dello scheletro che dalla cartilagine di tessuti extrascheletrici. Nelle specie animali il
condrosarcoma é relativamente raro, descritto prevalentemente nelle ossa piatte di pecore e cani adulti
appartenenti a razze di grande taglia. Le forme extrascheletriche sono quelle piu rare, difatti sono stati
descritti pochi casi nel cane ed un solo caso nel bovino. Le segnalazioni di condrosarcomi in specie
ittiche sono sporadiche, finora sono stati riportati due casi: uno nel pesce spatola, Polyodon spathula,
con localizzazione craniale ed un altro nel killifish delle mangrovie, Rivulus marmoratus con
localizzazione oculare. Nel presente lavoro viene descritto un caso di condrosarcoma oculare in un
discus Symphysodon aequifasciatus adulto. L’animale di sesso maschile, mantenuto da diversi anni in
un acquario di comunita, € stato sottoposto a visita clinica per una condizione di buftalmia e di
anoressia. 1l globo oculare € stato successivamente enucleato e fissato in formalina neutra tamponata
al 10% per essere sottoposto ad esame istologico. Una settimana dopo I’intervento chirurgico il pesce
e deceduto ed e stato sottoposto ad esame necroscopico. Campioni di branchie, rene, milza, fegato,
intestino, gonadi e cervello sono stati anch’essi fissati in formalina tamponata al 10%. Le sezioni dei
vari tessuti sono state colorate con ematossilina-eosina, Alcian blue-PAS e blu di toluidina. Sui
campioni di tessuto oculare sono stati condotti esami immunoistochimici, secondo la tecnica avidina-
biotina-perossidasi, al fine di valutare 1’esatta istogenesi della neoplasia impiegando un pannello di
anticorpi comprendente pancitocheratina (citocheratina AE1/AE3), vimentina, PCNA, collagene Il e
SOX-9. Esternamente 1’occhio appariva estremamente ingrossato e la porzione caudale presentava una
massa solida bianco-giallastra protrudente che interessava la sclera e meta della cornea. Sulla sezione
di taglio tale massa si infiltrava e si accresceva all’interno della camera, con occlusione e distensione
del corpo vitreo. L’esame necroscopico non metteva in evidenza lesioni a carico degli altri organi. La
massa oculare appariva istologicamente caratterizzata dalla presenza di un processo neoplastico a
crescita espansiva, infiltrante, non capsulato, che invadeva e occludeva quasi totalmente il corpo
vitreo, con compressione sulla lente, costituito principalmente da cellule mesenchimali a morfologia
ovoidale-fusata, poco differenziate, ad attivita mitotica elevata, presentanti nuclei voluminosi e scarso
citoplasma, in arrangiamento solido-compatto. In seno a tali aree erano osservabili foci di
differenziazione cartilaginea, composti da condroblasti arrangiati a formare isolotti circondati da
matrice amorfa condroide basofila. Le cellule neoplastiche invadevano il circostante tessuto
muscolare. Nelle aree a differenziazione cartilaginea la matrice si colorava fortemente con 1’Alcian
blue ed era metacromatica alla colorazione blu di toluidina. Non si osservavano differenziazione
osteoide e localizzazioni metastatiche in altri organi. All’esame immunoistochimico le cellule
neoplastiche esprimevano un diffuso immunomarcato positivo per la vimentina mentre erano negative
alla citocheratina AE1/AE3 ed esprimevano un elevato indice di proliferazione. L’immunocolorazione
per la proteina SOX-9, marker indicativo di natura condrocitaria, risultava positiva sia nelle aree
indifferenziate che nelle aree a differenziazione cartilaginea. Il collagene Il forniva invece un
immunosegnale debole. Il dato istopatologico unito a quello immunoistochimico ha permesso di
emettere una diagnosi di condrosarcoma oculare a partenza dalla cartilagine della sclera.
L’ immunocolorazione positiva per SOX-9 osservata in questo caso rappresenta la prima dimostrazione
immunoistochimica di SOX-9 in un tessuto di in un teleosteo, pertanto anche nei pesci tale proteina
puo rappresentare uno strumento utile nella diagnostica oncologica.
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Gli schwannomi sono neoplasie derivanti dalle guaine dei nervi periferici. Nelle specie ittiche sono
stati descritti in pesce rosso (Carassius auratus), dentice (famiglia Lutianidae), salmone argentato
(Oncorhynchus kisutch), bicolor damselfish (Pomacentrus partitus) e sperlano americano (Osmerus
mordax). Generalmente queste neoplasie hanno un comportamento biologico benigno; tuttavia rari
casi di schwannoma maligno sono stati descritti in pesce persico (Perca fluviatilis) e salmone
argentato (Oncorhynchus kisutch). L'elevata incidenza degli schwannomi in alcune popolazioni ittiche
ha suggerito una possibile eziologia virale, confermata solo nel damselfish. La distinzione tra
schwannoma e neurofibroma in patologia animale e umana rimane ad oggi ancora un problema
diagnostico e 1’approccio ultrastrutturale ¢ stato indicato come strumento d’elezione per differenziare
le due neoplasie.

Un pesce rosso adulto di 11 cm di lunghezza presentava una massa multinodulare esofitica bianco-
rosata nella regione dorsale che coinvolgeva la pinna dorsale; il soggetto é stato sottoposto ad indagini
ultrasonografiche che hanno evidenziato un’area a margini netti di forma ovalare ad ecostruttura
parenchimatosa omogenea delle dimensioni di 22 x19x17 mm. L’esame color Doppler ha evidenziato
una intensa vascolarizzazione intralesionale. Dopo sedazione ottenuta tramite immersione del soggetto
in soluzione acquosa con anestetico MS-222, ¢ stato eseguito esame citologico della massa. Nei
preparati colorati con May Grinwald-Giemsa si osservavano numerose cellule mesenchimali
moderatamente pleomorfe sia isolate che raggruppate in piccoli ammassi irregolari, frammiste a una
modica quantita di matrice extracellulare amorfa. Tali cellule, di forma da ovale a fusata con estremita
allungate e dimensioni variabili da 70 a 200 um, avevano elevato rapporto nucleo:citoplasma, limiti
cellulari indistinti e scarso citoplasma debolmente basofilo, talora microvacuolizzato. | nuclei, centrali
e di forma da ovale a sigariforme, mostravano cromatina granulare con nucleoli spesso multipli. Sul
fondo dei preparati erano presenti numerosi eritrociti, leucociti di derivazione ematica, brandelli di
capillari e detriti cellulari. Il sospetto citologico di neoplasia mesenchimale maligna, le notevoli
dimensioni della massa e le caratteristiche ecografiche suggestive di marcata angiogenesi e potenziale
rapido accrescimento, hanno fatto propendere per 1’eutanasia del soggetto. Successivamente, la massa
e stata sottoposta ad approfondimento istologico ed ultrastrutturale. All’istologia la neoplasia si
mostrava non incapsulata e rivestita da un sottile epitelio di derivazione cutanea; era caratterizzata da
una ricca vascolarizzazione con presenza di aree emorragiche e macrofagi carichi di emosiderina. Il
tessuto neoplastico era intensamente cellulare e composto da cellule fusate con nuclei a palizzata
disposte in fasci paralleli o in spirali secondo il tipo Antoni A e intercalate da tessuto connettivo.
Numerose cellule neoplastiche presentavano segni di atipia cellulare come la frequente presenza di
nucleoli multipli. Le figure mitotiche erano rare. Il tessuto neoplastico mostrava un comportamento
localmente invasivo andando ad infiltrare profondamente il muscolo scheletrico della regione dorsale.
L’ultrastruttura ha messo in evidenza alcune caratteristiche morfologiche analoghe a quelle descritte
negli schwannomi maligni. In conclusione, si tratta della prima descrizione citologica corredata di
indagine ecografica di uno schwannoma in una specie ittica; la forte concordanza fra reperti citologici
e istologici suggerisce I’impiego costante della metodica citologica per finalita diagnostiche anche in
queste specie.

54



ABSTRACT - POSTER

CATTURE ACCIDENTALI DI CETORINO (CETORHINUS MAXIMUS) NEL MAR LIGURE

Tittarelli C.%, Varello K.}, Bozzetta E.!, Giorda F.}, Vivaldi B.', Beltrame R.}, Prearo M.", Mignone
W.! & Garibaldi F.2

! Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, Italy; 2 Dipartimento del
Territorio e delle Sue Risorse, Universita degli Studi di Genova, Genova, Italy.

Lo squalo elefante (Cetorhinus maximus Gunnerus 1765) detto anche cetorino € il pesce pil grande
del Mediterraneo ed il secondo piu grande esistente al mondo, dopo lo squalo balena, raggiungendo
una lunghezza di 12 metri per un peso di circa 4000 kg di peso. Presenta il dorso marrone con
eventuali chiazze irregolari piu chiare ed ¢ totalmente innocuo per I’'uomo dal momento che si ciba
soltanto di plancton. E presente nelle acque temperate di tutto il mondo, compreso il Mediterraneo. Lo
squalo elefante trascorre molte ore in superficie e spesso la pinna dorsale, la coda e la punta del naso
restano fuori dall’acqua, per questa ragione ha costituito nei secoli un facile bersaglio di caccia. Il suo
grande fegato, ricco di olio, che rappresenta fino a un quarto del suo peso e gli consente di rimanere a
galla senza fatica, in passato veniva utilizzato per 1’illuminazione e per fini industriali; la pelle era
invece impiegata in conceria e le carni per il consumo umano o animale. Oggi sono le enormi pinne a
possedere un elevato valore economico sul mercato orientale poiché vengono utilizzate per la
preparazione della "zuppa di pinne di pesce cane". L'Unione Mondiale per la Conservazione della
Natura (IUCN) inserisce nella Lista Rossa delle specie a rischio questo squalo, considerandolo
"vulnerabile”. E un animale protetto a livello internazionale: infatti ¢ iscritto nell’appendice II della
CITES e la popolazione mediterranea € compresa nella Convenzione di Berna. Nel nostro Paese le
principali minacce per questa specie sono rappresentate dal traffico nautico (nuotando in superficie
puo restare vittima delle eliche di navi e motoscafi), ma soprattutto dalle catture accidentali in reti da
pesca, come testimoniano i 2 esemplari esaminati presso la Sezione di Imperia dell'lZS PLV.

Il personale dell’IZSPLV ¢ intervenuto per ’esecuzione dell’esame necroscopico e le successive
indagini diagnostiche su entrambi gli esemplari al fine di confermare che la morte era conseguente a
cattura accidentale e non a pesca intenzionale.

Il primo caso risale al 01/06/2006: si trattava di un esemplare maschio di 3,90 metri di lunghezza per
un peso stimato di 300 kg che era stato catturato in un tramaglio e trascinato da un pescatore all'interno
del porticciolo di Bordighera (IM)

Il secondo caso é datato 31/05/2010, anch'esso catturato in un tramaglio ad una profondita 25 m,
davanti a Ospedaletti (IM), circa 3 miglia a ponente di Sanremo (IM); si trattava di una femmina di
4,37 metri di lunghezza e del peso di 350 kg. Nel corso dell'esame necroscopico sono stati prelevati
campioni di fegato e muscolo processati per la presenza di metalli pesanti; da cuore, milza, fegato,
branchie, muscolo, linfonodo, rene, esofago e cute sono stati allestiti esami istologici, infine fegato,
branchie e muscolo sono stati sottoposti ad un esame parassitologico. Le analisi eseguite hon hanno
evidenziato particolarita di rilievo: i risultati ottenuti sono discussi alla luce dei dati gia presenti in
letteratura su altri esemplari della stessa specie.
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Le acque territoriali italiane sono interessate dalla presenza di tre specie di tartarughe marine: la
tartaruga verde (Chelonia mydas) e la tartaruga liuto (Dermochelys coriacea) segnalate
sporadicamente, e la tartaruga comune (Caretta caretta) presente con una popolazione piu consistente.
Attualmente la conservazione delle tartarughe marine € gravemente minacciata dalle attivita
antropiche che insistono sull’ambiente marino-costiero e quindi sulle rotte migratorie, aree di
foraggiamento e siti di nidificazione di queste specie. Numerose sono le iniziative internazionali che
includono le testuggini tra le specie da conservare: la Convenzione di Berna, la Convenzione di Bonn,
la Convenzione di Washington sul commercio internazionale delle specie di fauna e flora minacciate
di estinzione (normativa CITES) e la Convenzione di Barcellona che prevede l'istituzione di Aree
Speciali Protette. L'ltalia ha dato attuazione a tali direttive con proprie leggi ed ha aderito alle
convenzioni internazionali che hanno vincolano il nostro paese alla tutela concreta di questa specie:
Legge n.503/81, “Specie di fauna rigorosamente protette” (Art.6); Legge n.42/83, specie migratrici
minacciate e specie migratrici oggetto di accordi internazionali per la conservazione e gestione; D.P.R.
357/97, regolamento recante attuazione della direttiva “Habitat” che inserisce le tartarughe marine
come specie animali che richiedono una protezione rigorosa; D.P.R. n.120/03, che reca integrazioni e
modifiche al sopraccitato D.P.R. 357/97.

Da alcuni anni la tartarughe marine che vengono recuperate dopo la morte sulle spiagge liguri dalle
Capitanerie di porto, dal Corpo Forestale dello Stato, dalle AASSLL competenti per territorio, sono
inviate alla Sezione di Imperia dell'lZS PLV per un esame necroscopico. La disponibilita ad eseguire
tali esami dell'lZS PLV é stata ribadita il 14/02/2008 nel corso di una riunione convocata dalla
Regione Liguria avente per oggetto "protocollo di intesa per la redazione di un piano nazionale per la
conservazione delle tartarughe marine"”. Dall'anno 2005 ad oggi i soggetti esaminati ammontano a 7,
tutti appartenenti alla specie Caretta caretta.

La causa di morte in 3 soggetti era attribuibile a cattura accidentale in reti da pesca (bycatch animals),
1 soggetto presentava lesioni anatomo-patologiche riferibili ad una setticemia batterica, mentre per 2
individui non é stato possibile identificare la causa di morte. Il settimo esemplare, esaminato il
01/04/2012, all'esame post mortem si presentava in avanzato stato di decomposizione, con gravi
alterazione a testa e pinne e mancanza di cute e di scaglie, in seguito a traumi post-mortali. Gli organi
interni si presentavano anch'essi alterati da fenomeni putrefattivi e l'apparato gastro-enterico era privo
di cibo, a testimonianza di un digiuno prolungato. La parete del primo tratto intestinale risultava
inspessita ed era evidente un'intussuscezione di alcune anse intestinali con conseguente necrosi delle
stesse. In letteratura sono riportate enteriti necrotiche associate ad invaginazioni intestinali, ma
l'origine documentata € un'aumentata peristalsi, come conseguenza della presenza di corpi estranei,
quali lenze da pesca e ami. Contrariamente a quanto documentato in letteratura, il soggetto da noi
esaminato non presentava al momento dell'esame autoptico alcun corpo estraneo lungo tutto il tratto
gastro-intestinale. L'origine dell'intussuscezione é quindi da ricercarsi in altra causa o nella presenza di
un corpo estraneo digerito e quindi non piu presente al momento dell'esame post mortem.

In questo lavoro saranno brevemente descritti i casi precedentemente riportati e maggior attenzione
sara prestata alle lesioni anatomopatologiche macroscopiche del soggetto che presentava
I'invaginazione intestinale.
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LA VERITA, VI PREGO (CI SONO PIU COSE IN ACQUA ......... )
Vanelli M.
Veterinario, FATRO S.p.A.

A meta dicembre 2011 sono state acquistate delle trote salmonate, pescate vive, uccise ed eviscerate
dall’allevatore. Il consumatore, giunto a casa, ne ha congelate una parte, da utilizzare alla vigilia di
Natale, e ne ha cucinate alcune al forno.
Dopo la cottura le trote presentavano una diffusa infarcitura biancastra delle masse muscolari, in
alcuni casi di aspetto caseoso, che rendevano le trote non adatte al consumo.
Ricerche effettuate in seguito alla segnalazione del consumatore facevano ipotizzare una infestazione
da Myxosporidi, tipo Kudoa, che generalmente colpiscono pesci di mare (merluzzo, sgombro,
salmone), e quindi difficilmente si poteva spiegare una cosi massiva “trasmigrazione” in acque dolci.
A febbraio 2012, il consumatore si é recato nella stessa localita ma in un altro allevamento,che in quel
giorno di dicembre era chiuso, per acquistare altre trote. Parlando di quanto era successo, 1’allevatore
ha detto che, probabilmente, le trote erano state nutrite con un mangime molto ricco in grassi e
distribuito in quantita notevole. Secondo lui se le trote fossero state cucinate dopo un periodo in
congelatore, e non subito, il grasso si sarebbe rotto in parti pit piccole e non si sarebbe visto il bianco.
Il consumatore, per prova, ha scongelate due trote del precedente acquisto, ancora conservate in
congelatore, e le ha cotte al forno come le loro “sorelle”. Il risultato ¢ stato che le trote hanno liberato
molto liquido, perso la salmonatura, non avevano piu “quella strana roba bianca”, ed il sapore non era
buono.
Pur restando da chiarire il reale motivo della alterazione che ha interessato le trote, da questa
segnalazione si possono trarre alcune conclusioni:
- quanti casi di pesci con alterazioni di carattere patologico, o di altro tipo, non vengono segnalati?
- un consumatore che si trova nel piatto un prodotto che non corrisponde alle sue aspettative,
continuera a consumare pesce?
- guante volte, in base ad informazioni incomplete, ci si trova ad investigare in direzioni che
pOoSsoNo essere erronee?
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LA TROTA IRIDEA: SITUAZIONE ATTUALE E PROSPETTIVE A LIVELLO NAZIONALE
E INTERNAZIONALE

Fabris A.
Medico Veterinario — Associazione Piscicoltori Italiani, Verona.

La trota iridea € in termini produttivi la specie ittica allevata in Italia piu rappresentativa. Negli ultimi
decenni il settore produttivo ha assistito a notevoli modifiche: diminuzione delle portate dei fiumi,
maggiore concorrenza d’altri paesi, prima UE poi extra-UE. In quest’ultimi anni la troticoltura
nazionale sta raccogliendo le sfide legate all’innovazione tecnologica e strutturale degli allevamenti
(con particolare attenzione alla valorizzazione della sostenibilita ed eco-compatibilita) e soprattutto
alla trasformazione e commercializzazione dei prodotti che deve tener conto delle mutate esigenze del
consumatore che ricerca prodotti di facile fruibilita, dal packaging moderno e accattivante, di pregio e
qualita gastronomica. Sempre attuali sono le tematiche relative alla sanita e benessere animale in
relazione alle normative che regolano il settore ma anche in termini gestionali.

Il quadro internazionale & complesso ed in forte evoluzione ad una forte espansione della produzione
di trota iridea in alcuni Paesi emergenti (in particolare Turchia ed Iran) cui corrisponde una
contrazione della produzione nei Paesi in cui tradizionalmente viene allevata la trota (soprattutto in
ambito UE).
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ALIMENTAZIONE: POSSIBILI STRATEGIE PER LA RIDUZIONE DELL’IMPATTO
AMBIENTALE

Tibaldi E.

Universita degli Studi di Udine, Facolta di Medicina Veterinaria, Dipartimento di Scienze degli
Alimenti.

Nonostante la troticoltura contribuisca al fenomeno dell'eutrofizzazione delle acque in misura
complessivamente minore rispetto ad altre attivita produttive, nondimeno il controllo delle sue
emissioni nei siti caratterizzati da una forte concentrazione di impianti intensivi, rappresenta lI'aspetto
piu critico per la sua sostenibilita. Da ci0 scaturisce la grande attenzione degli operatori del settore,
della pubblica opinione e del legislatore per l'adozione di tutte le misure preventive atte a minimizzare
fin dall'origine le quantita di nutrienti rilasciate negli effluenti dalle troticolture. Su questo fronte,
l'ultimo decennio ha segnato costanti e sostanziali progressi nel miglioramento dell'efficienza di
conversione dei mangimi e nell'ottimizzazione delle pratiche di alimentazione che hanno consentito di
dimezzare le emissioni di nutrienti per unita di biomassa ittica prodotta grazie al concorso attivo e
responsabile dell'industria mangimistica e degli allevatori, capaci di tradurre in applicazioni pratiche
conoscenze ed indicazioni della ricerca pubblica e privata nei settori della nutrizione e delle tecnologie
di allevamento.

Il presente intervento intende descrivere I'approccio nutrizionale-zootecnico alla stima del carico
eutrofizzante che origina dalle troticolture ripercorrendo ed illustrando le principali strategie gia messe
in atto e quelle implementabili, al fine di consentire ulteriori riduzioni delle emissioni "alla fonte".
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QUALITA’ E SALUBRITA’ DEL PRODOTTO TROTA
Poli B.M.
Dipartimento di Biotecnologie Agrarie, sezione Scienze Animali,Universita degli Studi di Firenze.

Nell’attuale situazione nazionale, in cui I’approvvigionamento dei prodotti ittici dipende per il 75%
dall’importazione, solo la produzione di trota con le sue 41.000 ton (oltre il 55% dell’allevato) emerge
in positivo a livello europeo. Le caratteristiche morfologiche, organolettiche e nutrizionali della trota
(rese in filetti, tenore in lipidi e rapporto PUFA n-3/ PUFA n-6 competitive anche rispetto alle spigole
ed orate) meritano maggiore attenzione da parte del mercato nazionale che tende a orientarsi altrove.
Una decisa valorizzazione di questo prodotto (fresco intero e lavorato o trasformato) per gli alti livelli
di sostenibilita, sicurezza e qualita che esso presenta, in grado di differenziarlo oggettivamente rispetto
a quello di importazione sarebbe utile. potrebbero essere stabiliti standard di qualita ben definiti e su
base scientifica, affidabili, di semplice misura, preferibilmente non distruttivi, da usare come una
guida per assicurare che ogni sviluppo delle tecniche produttive non risulti in una diminuzione della
qualita del prodotto al di sotto degli standard stabiliti. Si dovrebbe tenere conto anche del fatto che
alcuni importanti parametri di qualita risentono dello stress subito dai pesci alla morte. Nel caso di
significativi cambiamenti di dieta, altro aspetto qualitativo da misurare € la salubrita al consumo del
prodotto, per controllare che gli effetti benefici protettivi del consumo di pesce vengano mantenuti.
Tali effetti dipendono in gran parte dal consumo di almeno 3,5 g settimanali di EPA + DHA n-3, in
presenza di un corretto rapporto PUFA n-3/n-6, livelli che le carni delle nostre trote sono in grado di
fornire. | livelli di sicurezza igienico-sanitaria, freschezza e soprattutto di qualita assai elevati della
trota rispetto a prodotti importati, di grande successo a livello europeo perché meno costosi (pangasio
o tilapia) dovrebbero suggerire di orientarsi verso tale prodotto, anche e soprattutto per destinarlo alle
mense scolastiche per preservare al meglio le potenzialita intellettive e di accrescimento dei nostri
giovani. Peraltro alimentandoli con prodotti ittici sicuri e salubri, forniti da professionisti
dell’acquacoltura nazionali, si contribuisce anche alla sostenibilita sociale ed economica nazionali.
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ASPETTI NORMATIVI E PROBLEMATICHE DI TIPO IGIENICO-SANITARIO DEL
PRODOTTO TROTA

Mengoli A.

Veterinario dirigente AUSL di Bologna.

L’esposizione prendera in considerazione le principali normative che regolamentano il settore dalla
produzione primaria alla commercializzazione e vendita, analizzando le diverse tipologie del prodotto

trota e suoi derivati che possono essere trovati in commercio e focalizzando 1’attenzione sulle
principali problematiche ispettive e sanitarie che riguardano il loro consumo.
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L’ALLEVAMENTO BIOLOGICO DELLA TROTA: UNA PROSPETTIVA PER LA FILIERA
DI QUALITA’

Lembo G.
COISPA Tecnologia & Ricerca — Stazione Sperimentale per lo Studio delle Risorse del Mare, Bari.

L’acquacoltura biologica si basa su un approccio olistico ai processi produttivi. A tale scopo si avvale
di standard ecologicamente, socialmente ed economicamente sostenibili.

I principi dell’acquacoltura biologica riguardano essenzialmente: la tutela dei consumatori (sicurezza
alimentare, elevati standard di qualitd); il benessere animale (rispetto delle esigenze fisiologiche,
riduzione dei fattori di stress, diete appropriate), il rispetto dell’ambiente (costante monitoraggio
dell’impatto sulle aree circostanti, riduzione del carico trofico e del particellato).

Gli standard sono linee guida per il governo dell’intero processo produttivo, incluse le fasi successive
alla raccolta e gli aspetti sociali ed ambientali. Mentre, invece, la certificazione & un processo
attraverso cui si determina la conformita di un prodotto rispetto allo standard di riferimento. Gli
Standard sono, inoltre, uno strumento essenziale per il trasferimento delle informazioni ai
consumatori.

L’entrata in vigore del Regolamento Europeo n°® 710/2009 ha sancito il passaggio dell’acquacoltura
biologica da uno schema di certificazione volontario ad un sistema legale, applicabile alla produzione
delle piu importanti specie allevate in Mediterraneo.

Per i salmonidi, e le trote in particolare, il regolamento prevede norme specifiche come, ad esempio,
un ricambio con una portata idrica che assicuri un tasso di saturazione dell'ossigeno pari almeno al 60
% e densita massime di allevamento pari a 25 kg/mc per Salmo trutta e Oncorhynchus mykiss, 20
kg/mc per Salvelinus alpinus, 15 kg/mc per Salvelinus fontinalis.

Sebbene vi siano diversi aspetti del regolamento che andranno ulteriormente affinati (& espressamente
prevista una revisione nel 2013), per 1’allevamento biologico della trota si puo certamente evidenziare
una prospettiva di innalzamento della qualita di filiera.
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ALPHAVIRUS NEI SALMONIDI
Feist S.
CEFAS, Weitmouth (GB).

Alphavirus infections in farmed salmonids have emerged since the 1990s as serious pathogens in
farmed Atlantic salmon and rainbow trout. There are three main diseases caused by six recognized
subtypes of virus in the Alphavirus genus of the family Togaviridae. SAV subtypes 1, 4, 5 & 6 are the
causative agents of pancreas disease affecting farmed Atlantic Salmon. Sleeping disease is caused by
SAV subtype 2 (SAV 2) and affects farmed rainbow trout in several European countries including
France, Ireland, Scotland, Italy and Spain with occasional reports from other countries. In recent years
Norwegian salmon alphavirus (SAV 3) has been recognized as an additional subtype causing pancreas
disease Atlantic salmon and rainbow trout mariculture. Mortality associated with these infections can
be significant and clinical signs are generally inappetance and lethargy, the latter in particular a feature
of sleeping disease. This presentation provides an overview of SAV infections, including occurrence,
pathogenesis, diagnostic methods and current approaches to control.
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RED MARK SYNDROME
Galeotti M.
Facolta di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Udine.

Tra le malattie che stanno assumendo un carattere emergente nelle troticolture di tutto il mondo, sono
da annoverare alcune affezioni causa di lesioni cutanee, denominate originariamente con il termine di
“malattia della fragola” (Strawberry Disease — SD). La SD e comparsa, in modo lento ma costante,
negli Stati Uniti e nel Regno Unito, per poi diffondersi in altri paesi europei. Questo gruppo di
malattie, per la morbosita e la tipica localizzazione sono attualmente considerate “malattie cutanee
emergenti della trota iridea”.

Queste malattie sono caratterizzate da sintomatologia clinica e lesioni anatomo-patologiche a
prevalente sede cutanea, si manifestano con colore rosso intenso, tendenzialmente delimitate,
variamente distribuite su tutto il corpo, talvolta rilevate, che possono essere ricondotte a una forma
esantematosa del mammifero.

La Strawberry Disease € stata descritta per la prima volta in Idaho (USA) e piu recentemente definita
come US Strawberry Disease (USSD). La malattia colpisce trote di circa 100g, con lesioni che non
ulcerano, appaiono sopraelevate, di colore rosso bruno, diametro da 2 mm ad alcuni cm, localizzate sui
fianchi. La temperatura d’insorgenza della USSD ¢ inferiore ai 15°C ed ¢ autolimitante. L’eziologia ¢
ancora sconosciuta sebbene, da alcuni episodi, siano stati isolati batteri (del genere Aeromonas e
Chlamydia-like) e tre differenti tipi di virus. Piu recentemente la malattia & stata associata alla
presenza di organismi Rickettsia-like (RLO).

Sempre negli Stati Uniti € stata descritta una forma simile, definita US Rash (USR), la cui eziologia &
ancora sconosciuta, si presenta con temperature inferiori ai 15°C con una prevalenza del 50%. Le
lesioni cutanee compaiono come piccole aree di colore rosa che poi si arrossano, con localizzazione
prevalentemente ventrale, e assenza di ulcerazione.

Warm Water Strawberry Disease (WWSD), conosciuta in Inghilterra e Scozia dal 1998, é stata
ufficialmente segnalata solo nel 2004 in trote di grossa taglia, con lesioni a localizzazione ventrale,
che iniziano di color rosa, poi allargandosi si arrossano, si estendono fino a diversi centimetri di
diametro, sono piatte e difficilmente vanno incontro ad ulcerazione. A differenza delle altre forme, la
WWSD si manifesta soltanto con temperature sopra i 14°C. La prevalenza in impianto puo facilmente
raggiungere il 50% e 1’eziologia ¢ sconosciuta.

La malattia definita Red Mark Syndrome (RMS)/Cold Water Strawberry Disease (CWSD) ¢ stata
segnalata per la prima volta nel Regno Unito. La malattia & osservata in trote di peso superiore ai 100
0., le lesioni appaiono di colore rosso brillante, da pochi mm a vari centimetri, in genere distribuite sui
fianchi del pesce. La malattia compare con temperature inferiore ai 15°C e la prevalenza puo superare
il 50%. A differenza delle altre forme di malattia, la RMS ¢ trasmissibile orizzontalmente da
esperimenti di coabitazione di soggetti ammalati con soggetti sani. La RMS piu recentemente ¢ stata
segnalata anche in Svizzera, Austria e in Italia. L’ eziologica ¢ ancora sconosciuta, anche se sono stati
indicati alcuni agenti patogeni batterici: Flavobacterium psychrophilum, agente di frequenti malattie
cutanee della trota € stato identificato nelle lesioni della CWSD; recentemente anche la CWSD/RMS ¢
stata associata a organismi Rickettsia-like (RLO) (indagini biolmolecolari, positivita
all’immunoperossidasi in tessuti di trote infette con anticorpi mono- e policlonali per Rickettsie e
presenza di morule nei macrofagi osservati in citologici da milze di soggetti infetti ascrivibili a
Rickettsia).

Tutte le forme descritte presentano notevoli somiglianze, per la modalita di insorgenza, la prevalenza,
la localizzazione delle lesioni a livello cutaneo e 1’aspetto delle lesioni e 1’autolimitazione della
mallattia. La CWSD/RMS e la USSD presentano pero tra loro maggior analogia, da un lato per il
quadro istopatologico che appare quasi sovrapponibile e per il fatto che colpiscono in acque con
temperature sotto i 15°C, e dall’altro, perché sono state messe in relazione ad una ipotetica eziologia
da Rickettsie. Si ritiene pertanto che possa trattarsi della stessa malattia che si manifesta in due
continenti diversi.
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In Italia, da alcuni anni, la forma che e stata maggiormente descritta € la RMS, la quale e segnalata in
modo sempre crescente in alcune troticolture, con una maggiore frequenza al nord. La malattia
colpisce in genere trote di taglia commerciale, nel periodo primaverile, anche se é stata osservata in
tardo autunno-inverno.

Nella RMS le lesioni multifocali, nelle forme iniziali, appaiono di dimensione ridotta e non rilevate,
caratterizzate da lieve desquamazione e modeste emorragie. Le lesioni di stadio pit avanzato sono di
estensione maggiore con aspetto variabile: lesioni circolari, rilevate, con tumefazione del tessuto,
essudazione siero-fibrinosa e arrossamento da lieve a marcato, oppure tendenzialmente piatte o poco
rilevate, tumefatte, con essudazione modesta, arrossamento marcato, e tendenza all’ulcerazione
centrale. Le lesioni cronicizzate, in genere di estensione maggiore, appaiono fortemente arrossate,
tumefatte, con presenza di essudato ai margini e ulcerazione profonda al centro. Istologicamente la
lesione sembra incentrarsi nel sottocute, dove probabilmente inizia come infiltrato linfocitario, che
viene lentamente affiancato da infiltrato macrofagico-istiocitario, tanto da assumere carattere di
istiocitosi. L’infiltrazione linfocito-macrofagica si spinge in profonditd nel muscolo sottostante,
provocando una miosite e, in alcuni casi, pud raggiungere la sierosa peritoneale, con estensione del
fenomeno all’intestino. La lesione ¢ molto estesa anche nel derma, dove nel derma spongioso
aggredisce le tasche delle squame, con una flogosi molto intensa, sempre linfocito-macrofagica, che
spesso porta a distruzione della tasca e scomparsa delle squame per riassorbimento. A livello della
giunzione dermoepidermica, si osservano talvolta aree di distacco e formazione di microvescicole,
assimilabile a un quadro di dermatite lichenoide.
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NUOVE STRATEGIE TERAPEUTICHE IN TROTICOLTURA
Guandalini E.

Istituto Superiore di Sanita — Dip. Sanita Pubblica Veterinaria e Sicurezza Alimentare, V.le Regina
Elena, 299 — 00161 Roma.

| crescenti problemi connessi con le malattie infettive nei pesci, il numero limitato di farmaci
veterinari disponibili per il trattamento e la prevenzione di queste e il rapido aumento della resistenza
agli antibiotici, rappresentano dei seri limiti all’incremento delle produzioni ittiche allevate. A livello
mondiale. Per tali motivi, in ambito scientifico, si registra da qualche anno una particolare attenzione
verso il potenziale espresso dalle sostanze naturali (erbe e piante medicinali, alghe, funghi, batteri,
lieviti) da poter utilizzare in acquacoltura. Ma, sebbene le proprieta delle piante medicinali sono ben
conosciute e documentate da migliaia di anni per ’'uso umano, invece sono ancora poche le specialita
naturali individuate per trattare gli organismi acquatici. La maggior parte dei dati scientifici su questo
settore sono molto recenti (per I’apertura a pubblicare su riviste scientifiche internazionali) e
provengono per lo piu da studiosi dei paesi del Sud-Est asiatico, soprattutto India e Cina, dove queste
conoscenze hanno radici antiche.

Di seguito vengono riportate alcune sostanze naturali riconosciute avere un qualche effetto
(fisiologico, immunitario, terapeutico) su organismi acquatici.

Immunostimolanti

Uno dei primi approcci naturali in acquacoltura, & avvenuto utilizzando sostanze ad azione
immunostimolante come i lipopolisaccaridi, i glucani e I’associazione glucani + vitamina C. Queste
sostanze impiegate come additivi nei mangimi, sia per trote che per pesci marini, stimolano il sistema
immunitario, determinando una maggiore attivazione di macrofagi e di lisozima, quindi i soggetti
risultano complessivamente piu resistenti alle infezioni (Dalmo et al., 1995; Engstad et al., 1992;
Verlhac et al., 1996).

Negli ultimi anni, in molte formulazioni mangimistiche per pesci sono presenti i bioflavonoidi. Sono
un gruppo di pigmenti vegetali presenti nei frutti e nelle foglie di molte specie vegetali (polpa bianca
di agrumi, uva, mele, cipolle, pomodori, te, cereali, legumi, ecc.). Sono noti anche come vitamina C,,
vitamina P, flavoni. | pit conosciuti sono la quercetina, rutina, esperidina, naringina, baicalina. |
bioflavonoidi, addizionati nei mangimi, sembra riducano lo stress degli animali ed aumentare la
risposta immunitaria verso i patogeni (soprattutto minore incidenza di infezioni batteriche). Nel
complesso, il pesce sembra mostrare una migliore performances di crescita e di aspetto. | bioflanoidi,
vengono utilizzati nei mangimi anche in associazione con la vitamina C, perché questa facilita
I’assorbimento.

Trote alimentate con mangimi arricchiti con proteine di soia registrano un incremento dell’attivita
leucocitaria (fagocitosi).

Anche alcune specie di lieviti, Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae, somministrati a trote sempre
come integratori nel mangime influenzano I’attivita dei leucociti del sangue (Siwicki et al., 1994).
Nelle esperienze e tradizioni sia della medicina indiana ayurvedica che della medicina cinese risultano
numerosi i principi estratti dalle piante che sembrano avere una complessiva attivita
immunostimolante su pesci d’acqua dolce, come Emblica officinalis, Cynodon dactylon, Adathoda
vasica. (Minomol, 2005). Molte piante crescono ovviamente in questi paesi, ma spesso specie simili,
appartenenti alle stesse famiglie, possono trovarsi anche in altre aree geografiche.

Promotori di crescita

| probiotici (supplementi alimentari microbici vivi) agiscono migliorando i meccanismi enzimatici
della digestione, facilitano I’assorbimento del cibo, inibiscono i microrganismi patogeni e accrescono
la risposta immunitaria. Aeromonas hydrophila, Bacillus spp., Carnobacterium inhibens, Vibrio
alginolyticus, Pseudomonas spp., Lactobacillus spp., sono le specie di batteri piut comunemente usati
come probiotici nel settore dell’acquacoltura. Tra gli organismi fungini si utilizza Saccharomyces

67



ABSTRACT — WORKSHOP SIPI

cerevisiae. Si possono impiegare anche le spore, ceppi attenuati o componenti purificate di questi
microrganismi.

Anche gli estratti di diverse piante sono stati testati in diversi studi. L’estratto di zenzero (Zingiber
officinale) ha mostrato evidente attivita immunostimolante su trote trattate (Oncorhynchus mykiss). In
alcuni allevamenti di gamberi peneidi dell’area sud-est asiatica, si usa arricchire le colture di artemie
con una miscela di sostanze provenienti da diverse piante (Eclipta alba, Ocimum sanctum, Solanum
trilobatum, Tinospora cordifolia). Le artemie cosi trattate migliorano le performance di crescita delle
post larve dei gamberi .

Dalla papaya viene estratto un enzima, per I’appunto la papaina, che amplifica 1’azione delle proteine
digestive incrementando il rapporto di conversione del mangime di un +16% sempre nelle postlarve
dei gamberi peneidi.

Dieta arricchita con estratto di ginseng e somministrata a tilapie, Oreochromis niloticus, ha mostrato
un forte indice di crescita (Citarasu et al., 2002).

Azione antibatterica

In molti casi, i polisaccaridi, i proteoglicani, i flavonoidi sollecitando il sistema immunitario del pesce,
giocano un ruolo anche nella prevenzione e controllo delle infezioni microbiche (Citarasu et al., 2000;
2003).

Una miscela formata da estratti di foglie fresche di neem (Azadirachta indica), basilico (Ocimum
sanctum) e curcuma (Curcuma longa) ha mostrato una apprezzabile attivita su Carassius auratus
infettato da Aeromonas hydrophila. La miscela, somministrata intramuscolo, ha agito diminuendo la
percentuale di mortalita e di infezione.

La guava (Psidium guajava) ha mostrato marcata attivita contro infezioni da Vibrio e A. hydrophila
nei gamberi peneidi.

Importante e chiara attivita antibatterica (in vitro e in vivo) dagli estratti di cinque erbe cinesi:
Stellaria aquatica, Impatiens biflora, Oenothera biennis, Artemisia vulgaris e Lonicera japonica,
contro 13 specie batteriche patogene dei pesci, in particolar modo verso Aeromonas salmonicida e
Edwardsiella ictaluri.

Anche dalle alghe si possono estrarre importanti contributi. Tetraselmis suecica € una microalga che,
somministrata attraverso il mangime, riduce la mortalita causata da V. anguillarum, Y. ruckeri,
A. salmonicida. Questa attivita e stata confermata anche su colture cellulari in laboratorio.

Azione antivirale

L’azione antivirale da estratti di piante, nel complesso, ¢ meno marcata rispetto ad altri agenti
eziologici. Comunque, diversi estratti di piante, Cynodon dactylon, Aegle marmelos,Tinospora
cordifolia, Picrorhiza kurroa,Eclipta alba, somministrati attraverso il mangime, hanno mostrato una
significativa azione, riducendo la mortalita dei gamberi peneidi affetti dalla Spot White disease
(WSSV).

L’oleuropeina, maggior componente attivo dell’estratto da foglie di olivo, sembra riuscire a contenere
le infezioni da rhabdovirus e setticemia (VHSV) nei salmonidi (Micol et al., 2005).

Altre erbe come Aclypta indica, Withania somnifera,Zingiber officinalis, hanno positivamente
controllato I’infezione da WSSV nei gamberi (Yogeeswaran, 2007).

Sembra che I’attivita antivirale esplicata dai vari estratti vegetali, avvenga inibendo o riducendo la
replicazione del virus nelle cellule ospiti in maniera indiretta, cioe stimolando la risposta immunitaria
dell’ ospite infettato.

Azione antifungina

Un principio attivo, estratto dalla pianta Datura metel, sembra avere una forte attivita antifungina.
Mostra attivita contro 10 ceppi isolati di Candida e contro 19 ceppi isolati di Aspergillus (Dabur,
2004).

L’estratto delle foglie di Terminalia catappa, una pianta ad alto fusto diffusa nell’area indio-pacifica,
riduce le infezioni micotiche nelle uova di tilapia (Chimanat et al., 2005).
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Da Rhazya stricta, una pianta arbustiva delle aree aride dell’Asia medio orientale, si estraggono
principi che testati sia su colture in laboratorio che su pesci hanno mostrato avere azione contro funghi
del genere Aspergillus, Candida e Fusarium.

L’efficacia antimicotica dell’Azadirachta siamensis (Neem) e di Melaleuca alternifloria (Tea Tree
Oil) sono ben conosciute, essendo utilizzate anche per 1’uomo. Queste in associazione hanno efficacia
contro Aphanomyces invadens patogeno dei pesci.

Conclusioni

La gran parte dei principi naturali (estratti per lo piu da piante, alghe e funghi) sopra riportati derivano
essenzialmente da studi ed applicazioni della medicina ayurvedica indiana e dalla medicina cinese. Il
contributo di studi e ricerche su questo settore da parte dei paesi occidentali, almeno nel comparto
dell’acquacoltura, risulta piuttosto contenuto. Solo recentemente sta emergendo una certa curiosita
verso 1’utilizzo anche in zootecnia dei cosiddetti principi naturali. E” bene chiarire subito che non tutto
cio che proviene da sostanze naturali possa far automaticamente bene ed essere efficace. Anzi, molti
principi naturali possono avere effetti dannosi e tossici sull’'uomo, sugli animali e sull’ambiente.
Quindi, il termine naturale non deve essere inteso come il rimedio per risolvere tutte le problematiche
sanitarie. Anche le sostanze attive ottenute da essenze naturali, per impiego in acquacoltura, devono
rientrare nei basilari principi della farmacopea classica: efficacia, sicurezza e qualita.

Chiarito questo punto, appare indubbio che il settore dei principi naturali possa avere dei potenziali
applicativi estremamente interessanti anche in acquacoltura.

La ricerca e I’individuazione di nuovi principi naturali, efficaci e sicuri, inoltre, ben si inserisce con i
principi dell’acquacoltura biologica, che prevede preferibilmente 1’utilizzo di queste sostanze a quelle
di sintesi chimica. Ovviamente, la ricerca di questo tipo di sostanze dovrebbe tenere in considerazione
la reperibilita dei prodotti base (piante, erbe, alghe) e i costi finali non dovrebbero risultare eccessivi
per le aziende ittiche, soprattutto in confronto con quelli tradizionali.
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PATOLOGIE NOTIFICABILI DEI SALMONIDI: PRINCIPALI ASPETTI NORMATIVI DI
CONTROLLO

Bovo G.
Esperto Ittiopatologo.

La setticemia emorragica virale (SEV) e la necrosi ematopoietica infettiva (NEI), sono considerate
dalla UE, due tra i principali rischi sanitari nell’allevamento dei salmonidi. Per tale motivo esse sono
comprese tra le patologie notificabili ai sensi della direttiva comunitaria 2006/88.

La normativa di recepimento nazionale prevede, in caso di comparsa di focolaio, 1’adozione di misure
di controllo che impediscano o limitino la diffusione nel territorio della malattia.

Questo obiettivo puo essere perseguito mediante 1’adozione di piani di eradicazione, qualora si ritenga
che esistano le condizioni favorevoli al buon esito delle operazioni. La gestione di tali piani va
concordata tra il servizio veterinario e gli allevatori coinvolti e relative associazioni.

In aree caratterizzate da forte endemia, I’approccio dovra essere necessariamente diverso e mirato, in
primo luogo, alla protezione delle micro aree o singoli allevamenti esenti da tali patologie. In questo
caso sara assegnata maggiore responsabilita ai singoli produttori mentre, al servizio veterinario
competera il controllo del rispetto delle misure minime da parte degli operatori economici.

La normativa lascia ampia discrezione sulle possibili scelte operative in caso di comparsa di SEV o
NEI; in sintesi, accanto alla scelta di eradicare il focolaio, suggerita qualora esistano condizioni
favorevoli, gli allevatori possono decidere di mantenere I’azienda infetta e “convivere” con la malattia.
In questo caso pero, al fine di limitare la diffusione dell’infezione, ¢ previsto il controllo delle
movimentazioni del pesce vivo e 1’adozione di talune restrizioni commerciali, come ad esempio la
preclusione del mercato del ripopolamento delle acque pubbliche.

Non é previsto invece alcun divieto di spostamento delle partite, provenienti da aziende risultate
infette, destinate ad aziende di pari stato sanitario nonché all’abbattimento per il consumo umano.
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