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DESCRIZIONE DEL PRIMO FOCOLAIO DI PERCH RHABDOVIRUS (PRV) IN ITALIA

Caruso C*, Gustinelli A2 Prato R., Arsieni P!, Caffara M? Acutis P.L!, Peletto S, Saragaglia C,
Masoero L%, Fioravanti M.L?, Prearo M.

Yistituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemontéguria e Valle d’Aosta, Torino? Dipartimento Scienze Mediche
Veterinarie, Alma Mater Studiorum Universita di Bgha, Ozzano Emilia (BO).

Tra le virosi ittiche, le infezioni dRhabdovirussono quelle a maggior impatto socio-economico.
Ad oggi, sono state descritte piu di 14 specidRbdabdovirusche colpiscono sia specie ittiche
d’acqua marina che dulciacquicole. Nellambito d¢dmigliaRhabdoviridaesono riconosciuti 11
generi, 3 dei quali Novirhabdovirus Perhabdovirus e Vesiculoviruy causano infezioni
globalmente distribuite. Le specie responsabili ggandi epizoozie appartengono al genere
Novirhabdoviruse Vesiculovirus al primo sono ascrivibili il virus della setticeanemorragica
virale (VHSV) e della necrosi ematopoietica infetti(IHNV), mentre al gener®esiculovirus
appartiene il virus della viremia primaverile dat@pa (SVCV). Il generBerhabdovirugnclude 3
specie:Perch RhabdovirugPRV), Anguilla RhabdovirugAngRV) andSea trout Rhabdovirus
(STRV) con caratteristiche morfologiche e orgarnzzzae genomica simile al genere
Vesiculovirus PRV € stato descritto per la prima volta in Fianoel 1980, da soggetti adulti che
mostravano atassia natatoria e sintomatologia Barveuccessivamente, episodi di mortalita
causati da PRV sono stati riportati sia in allevatinen Nord-Europa, sia occasionalmente in
soggetti in ambiente naturale. Benché negli ultmni il numero di casi di PRV riportati nella
popolazione di percidi sia in aumento, dati bibtadtri riguardanti la diversita, lo spettro d’ospit

la distribuzione geografica di questo virus sontbdra insufficienti. Nel presente lavoro viene
descritto il primo focolaio in Italia di PRV, regiato in un allevamento in Emilia Romagna in
giovanili di Perca fluviatilis di 30 giorni di eta. Al momento dellimmissione lleevasche la
temperatura dellacqua era di 20°C; i soggetti masino sintomatologia nervosa, con nuoto
circolare o caratterizzato da scatti incontrollasisociata a gravi difficolta respiratorie. La pagaa
era caratterizzata da un decorso acuto ad esdtie fabn mortalita cumulativa del 95% nell’arco di
1 settimana. Su un pool di 30 avannotti sono statdotti I'esame batteriologico e parassitologico
secondo metodiche e procedure di laboratorio stdnd@er I'esame virologico, sono stati
omogeneizzati pool di giovanili e inoculati in gi@s24 pozzetti su monostrati cellulari EPC &.BF
L'esame batteriologico ha permesso di isolaleromonas hydrophila mentre I'esame
parassitologico non ha messo in evidenza parassiponsabili di malattia. Contestualmente, le
indagini virologiche hanno mostrato la presenzaftéitto citopatico su entrambi i tipi cellulari al
secondo passaggio. Avanzato il sospetto diagnoditiBiRV, € stata allestita una RT-P@e hog
utilizzando primer che amplificano un frammento3@9 bp del gene L, disegnati sulla base di
sequenze precedentemente depositate da Bet (2003); sia 'omogenato di organi che il
surnatante delle colture cellulari hanno mostraia lbanda attesa confermando l'infezione da PRV.
In assenza di piani di sorveglianza o di monitoraggitasso di prevalenza e I'incidenza annuale di
infezione sostenute da PRV restano ampiamente scioiio Gli approfondimenti molecolari sul
caso descritto sono tutt’ora in corso ma, da umaganalisi di sequenza effettuata sul gene L, il
ceppo di PRV isolato presenta una similarita dé9on l'isolato ka706_Finlandia 2002_KC
408701, indicando che l'infezione potrebbe essepionpiu diffusa in Europa rispetto a quanto
suggerisce il numero limitato di isolamenti regisitrTale lavoro rappresenta la prima segnalazione
in Italia di PRV, ma la distribuzione dell'infeziersul territorio nazionale risulta probabilmente
sottostimata. Anche i dati sulla patogenicita deVPrestano insufficienti; tuttavia, diversi lavori
fanno ipotizzare che il virus potrebbe rappresentsma seria minaccia sia per gli allevamenti jttici
sia per gli stock di popolazione di percidi seleatiPertanto, I'inserimento di PRV nei protocolli
diagnostici routinari € un monitoraggio costantdadmalattia, favorirebbe I'acquisizione di dati e
la valutazione reale dell'impatto di PRV sul tesrib nazionale.

Si ringrazia il Dr. Riikka Holopainen del “Finnisto&d Safety Authority Evira” di Helsinki (Finlandep aver fornito i
controlli positivi del virus.
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DESCRIZIONE DEL PRIMO CASO IN ITALIA DI CARP EDEMA  VIRUS (CEV)
Abbadi M., Panzarin V., Pretto T., Quartesan R., Manfrin@attoli G., Toffan A.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venexiale dell’'Universita 10, 35020, Legnaro (PD)

Il Carp Edema Virus (CEV), I'agente eziologico deKSD “Koi Sleepy Disease”, € un Poxvirus
delle carpe comuniQyprinus carpid e delle carpe koiQyprinus carpio kdi La prima descrizione
risale agli anni settanta in Giappone mentre inogarla malattia & stata riscontrata per la prima
volta nel 2009 in Inghilterra anche se risultatistiidi retrospettivi fanno ipotizzare la prima
introduzione del virus in UK negli anni ottanta. bmanifestazione della malattia & caratterizzata
dalla presenza di edema addominale e di grave danramzhiale causando tassi elevati di mortalita
nella popolazione infetta. Inoltre, alla malatti@ne associato un comportamento di letargia nei
soggetti adulti di carpe koi e per questo motivinta anche come KSD “koi Sleepy Diseases”. Ad
oggi I'epidemiologia del CEV e l'impatto della m#la negli allevamenti di carpe e nelle
popolazioni selvatiche in Europa restano sconasciut

In Italia, il primo caso confermato di CEV e stadentificato nel mese di Maggio del 2014 in un
allevamento di carpe comunCyprinus carpid. | soggetti infetti, importati dall’'Ungheria poich
giorni prima, pesavano tra 1-2 kg e poco dopo ifarrmanifestavano letargia, anoressia ed
improvviso aumento della mortalita (temperaturd'aajua di 23° C). L’esame obbiettivo esterno
sui soggetti morti ha evidenziato: grave ipermu@oaicarico di cute e branchie, ascite, anemia e
necrosi estesa delle lamelle branchiali. L’esanterio ha rilevato nefromegalia e splenomegalia,
il tratto intestinale si presentava moderatamernilatao e con contenuto sieroso. Gli esami
microbiologici hanno riscontrato la presenzaAdiromonas sobria& Streptococcus sgn rene e
milza. La conferma dell'eziologia virale é statéeatita mediante tecniche di biologia molecolare
impiegando un protocollo Nested-PCR e successigoesiamento del frammento amplificato
(fornito dal CEFAS). Il protocollo Nested-PCR étstapplicato su campioni di branchie e reni e
tutti i campioni sono risultati positivi per la genza di CEV.

Per cercare di identificare la prima introduziored @EV in ltalia € stato effettuato uno studio
retrospettivo su campioni prelevati in corso di imal carpe ad eziologia ignota e stoccati a -80°C.
L'indagine ha rilevato la presenza del virus idi#tgia nel Marzo 2010 in campioni prelevati da un
laghetto di pesca sportiva in cui si era verificate mortalita elevata di carpe comuni (circa 600
soggetti adulti) in poche settimane. Nel corsoadeibria la temperatura dell’'acqua era di 6-7° C.
Interessante anche la presenza di una coinfezimm&ygHV-1 in alcuni soggetti provenienti dello
stesso episodio. La sintomatologica riportata elelsioni istologiche osservate nei soggetti
analizzati sono risultate pienamente compatibiti o altro episodio di KSD che nel 2010 non era
stato correttamente diagnosticato per mancanzdatimazioni e metodiche.
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PRIMO ISOLAMENTO E CARATTERIZZAZIONE GENETICA DEL V IRUS DELLA
VIREMIA PRIMAVERILE DELLA CARPA NEL LAGO SHKODRA/SC ADAR, ALBANIA

Volpe EZ, Berberi E% Shumka S, Ciulli S

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Unsi@r di Bologna, Cesenaticé;Faculty of Biotechnology and Food,
Agricultural, University of Tirana, Tirana, Albania

La viremia primaverile della carpa (VPC) €& una ialeache colpisce prevalentemente i ciprinidi
nei quali si manifesta con una viremia emorragitangente contagiosa che per la sua rilevanza
internazionale e inclusa nella lista delle malattaificabili allOIE. La VPC e una patologia
storicamente presente nel continente europeo almttute € segnalata una elevata prevalenza in
molti stati europei inclusi Regno Unito, Romanidaf@la, Germania, Austria, Francia, Spagna,
Danimarca, Russia, Bielorussia, Georgia, Lituaialdavia, Repubblica Ceca e Ucraina. Piu
recentemente é stata segnalata anche in Paeserpai dell’Asia, Sud America e Nord America.
L’agente eziologico della VPC e un virus della fgliai Rhabdoviridagprovvisoriamente attribuito

al generéVesiculoviruse conosciuto comBhabdovirus carpigSVCV). Recentemente, sulla base
della caratterizzazione molecolare di un frammeatdgbgene codificante per la proteina G, sono
stati identificati 4 genogruppi di vesiculo-likerws dei pesci per i quali € stato proposto un nuovo
genere:Sprivivirus. Il genogruppo | comprende i veri e propri ceppiS¥iCV, il genogruppo I
comprende un virus isolato da carpa erbiv@geiopharyngodon idel)ggrass carp Rhabdovirus:
GrCRYV), il genogruppo 3 comprende i virus conosciame pike fry Rhabdovirus (PFR) e il
genogruppo IV comprende altri virus isolati siaci@inidi che da salmonidi e viene definito tench
Rhabdovirus (TenRV) group sulla base del primos/ianlato attribuito a questo gruppo. L'analisi
sierologica ha evidenziato ampi fenomeni di cr@ssione fra i virus appartenenti ai diversi
genogruppi, per questo I'OIE raccomanda l'uso deditodiche molecolari e del sequenziamento
al fine della corretta identificazione. | virus dgdnogruppo | (SVCV) sono ulteriormente divisi in
4 sottogruppi denominati la, Ib, Ic, Id che hannostrato diversa distribuzione geografica. | virus
del sottotipo la sono diffusi in Cina, USA, CanagldRegno Unito, quelli del sottotipo Ib e Ic
provengono da Moldavia, Ucraina e Russia, mentedliglel sottotipo Id sono tipicamente europei
provenendo da Austria, Germania e Regno Unito. IRegedagini hanno evidenziato la presenza
del sottotipo la anche in Austria e in campioni artpti dall'ltalia permettendo di risalire
all'origine dei focolai e mostrando I'importanzallitgpidemiologia molecolare.

Con questo studio si e voluta investigare la pragseatell’'SVCV in campioni di carpa comune
(Cyprinus carpid raccolti nel lago Shkodra e in bacini artificialilibiti ad allevamento in alcune
regioni dell’Albania quali Elbasan, Fier, Tapize.

Un totale di 35 campioni di carpa comune sono stattolti e processati per la ricerca di SVCV
tramite isolamento in coltura cellulare e ricercalenolare con RT-PCR e Nested/PCR secondo le
metodiche descritte nel ‘Manuale dei Test Diagrmoper gli animali acquatici’ dell’OIE (2012).

Un campione e risultato positivo sia all'isolameirtccoltura cellulare che alla ricerca molecolare
diretta nei tessuti. Altri due campioni sono invetsultati positivi alla Nested/PCR applicata
direttamente ai tessuti, ma negativi alle coltueflutari. Tutti i campioni positivi erano stati
raccolti nel lago Shkodra nel mese di marzo con teraperatura dellacqua di 10,3°C e
appartenevano a soggetti di carpa comune asinttimatiamplificazione genica e |l
sequenziamento di uno dei tre campioni positivpbemesso di confermare la sua appartenenza al
genogruppo | inserendolo effettivamente fra i videla viremia primaverile della carpa e in
particolare al sottotipo la, facendo ipotizzare amlegamento epidemiologico fra l'infezione da
SVCV confermata per la prima volta in Albania eil@olazione di SVCV nei paesi extraeuropei.
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SEGNI NEUROLOGICI E MORTALITA IN STERLETO ACIPENSER RUTHENUS
SOSTENUTI DA HERPESVIRUS

Pretto T%, Quartesan R. Montesi F, Berton V2, Fortin A2, Zambon M., Toffan A%’

listituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezi€entro Specialistico Ittico — Adria (ROjstituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie — UO Virologia Spedelgli animali acquatici — Legnaro (PD)

Numerosi episodi di mortalita negli stadi giovailidifferenti specie di storioni in Europa e Nord
America, sono stati riferiti ad infezioni virali. Virus attualmente identificati come causa di
patologia appartengono alle famighdloherpesviridae, Iridoviridae, Mimiviridae Adenoviridae.
Nella famiglia Alloherpesviridaesono comprese le specie Acipenserid Herpesvirug-1AeiHV-

1, AciHV-2) isolate in Acipenser transmontanus ceppi riferibili a AciHV-2 isolati inA.
brevirostrum, A. baere ibridi (Huso husax A. ruthenuk Letargia, anoressia e mortalita elevata
(35-90%) sono segni comuni ad entrambi i virus.HAGIL presenta uno spiccato tropismo per
I'epitelio cutaneo ed il cavo orale, con acantedema e corpi inclusi intranucleari; mentre AciHV-
2 determina placche cutanee opalescenti iperpfesédesioni erosive necrotico-emorragiche.

In una partita di giovanili di sterletoA( ruthenu¥ importati dalla Repubblica Ceca a scopo
ornamentale si € osservato un drastico aument@ cbetirtalita preceduto da sintomatologia
nervosa. Centocinquanta esemplari (12-14 cm) diesbesono stati stabulati in una vasca esterna
di 700 litri, presso un grossista, a partire dasendi maggio (T 15-18°C). Due mesi dopo, in
concomitanza con l'incremento della temperatur24°C, sono state osservate alterazioni del
nuoto quali whirling, stazionamento a candela ipesficie o decubito laterale sul fondo della
vasca con marcato opistotono. Questi segni hanteoessato progressivamente la totalita degli
esemplari e sono stati seguiti, dopo una settinfdn25-27°C), da iperventilazione, anoressia e
morte (50% di mortalita nei successivi 10 giorm%®@entro un mese). Alcuni esemplari sintomatici
sono stati sottoposti ad esame necroscopico evatgfz dimagramento, moderata anemia
branchiale e miocardica e congestione dei vasi mdddi ventrali. Sono stati condotti esami
parassitologici, da cute e branchie, con esito thagamentre gli esami batteriologici hanno
evidenziato la presenza Aeromonas sobrian rene, A. sobriae A. hydrophilain cute mentre
I'encefalo é risultato negativo. Omogenato di bramccute e pool di organi (SNC, rene, milza,
cute) é stato inoculato su linee cellulari WSSKePC e BF-2. La comparsa di effetto citopatico e
stata osservata in tutti i campioni solo su celMISSK-1. L’esame al microscopio elettronico
tramite colorazione negativa da surnatante di dltcellulare ha evidenziato la presenza di
particelle con nucleocapside di 90-100 nm di diamdbtate di envelope riferibili ad Herpesvirus.
Data la marcata sintomatologia nervosa si € ritenopportuno escludere la presenza di
Betanodavirus nel SNC, gia segnalatAingueldenstaedtimediante Real time RT-PCR, che ha
dato esito negativo. Ulteriori analisi su pool dgani e surnatante di WSSK-1 sono in corso per
identificare molecolarmente il virus. L'esame isgico ha evidenziato la presenza di
vacuolizzazioni in midollo allungato, mesencefalaezvelletto ed una sostanziale riduzione del
volume epatocitario. Non sono state osservaterieai@arico dell’'epitelio della regione periorale.
L'esame ultrastrutturale al microscopio elettrongtocampioni inclusi ha confermato la presenza
di numerose particelle virali intracitoplasmaticiferibili a Herpesvirus nel tessuto encefalico.

La presenza di sintomi nervosi in corso di infeeia@Alloherpesviridaesono gia stati descritti in
altre specie ittiche, ad esempioQyprinus carpioe Ictalurus melasma non € mai stata segnalata
negli storioni. Questo episodio risulta quindi essei particolare rilevanza anche alla luce della
gravita della forma neurologica osservata e abaah mortalita riscontrata.
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VALUTAZIONE SPERIMENTALE DELLA CAPACITA INFETTANTE DEL VIRUS
DELL'ENCEFALO-RETINOPATIA  VIRALE (VER) IN AVANNOTTI DI
DICENTRARCHUS LABRAX STABULATI A DIVERSA SALINITA AMBIENTALE

Pascoli F**, Serra M}, Toson M2, Toffan Al

Centro di Referenza OIE per I'Encefaloretinopatiaalé, Istituto Zooprofilattico Sperimentale dellenézie, viale
dell’'Universita, 10 - 35020 Legnaro, Padova, ltalfaLaboratorio di Analisi del rischio e sistemi di seglianza in
sanita pubblica, Istituto Zooprofilattico Sperimale delle Venezie, viale dell’'Universita, 10 - 3602egnaro, Padova,
Italia

L'Encefalo-retinopatia virale (VER), nota anche eoNecrosi Nervosa Virale (NNV) & una grave
condizione patologica causata da Betanodavirugjirus a RNA appartenente della famiglia dei
Nodaviridae Responsabile di epidemie a diffusione mondialeallevamenti ittici, la VER ha
seriamente limitato l'allevamento di specie itticharine, causando notevoli danni economici al
settore dell'acquacoltura, con particolare riferitoe all'area mediterranea. Tale malattia,
considerata tipica di specie ittiche marine, nélhoo decennio é stata osservata sempre piu spesso
anche in specie d'acqua dolce sia selvatiche theatd.

Con il presente lavoro si e voluto pertanto indadarcapacita infettante di Betanodavirus a diverse
salinita in avannotti di spigolaD{centrarchus labrak infettati sperimentalmente. A tale scopo
sono state infettati per bagno 3 gruppi di spigdil®,5 gr di peso stabulate a diversa salinita
ambientale allo scopo di ricreare i diversi ambi@aturali in cui € possibile ritrovare la spigola
ovvero, acqua dolce (0%o), acqua salmastra (25%epaamarina (33%o) rispettivamente. Altre 3
vasche settate con gli stessi parametri di saligido state utilizzate come controllo. | pesci
infettati e non sono stati monitorati per 28 giaatd scopo di registrare sintomatologia e mo’alit

Il cervello dei soggetti morti nel corso della spgntazione e stato analizzato in singolo per
confermare la presenza del Betanodavirus mediagdaétine RT-PCR. | risultati ottenuti in questo
lavoro, supportati dall’analisi statistica, suggedno che la salinita ambientale non influenzi
l'infettivita del Betanodavirus per la spigola eta@to non sia un fattore importante nello sviluppo
della malattia.
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VALUTAZIONE DELL'EFFICACIA ANTIVIRALE DI SOSTANZE
IMMUNOSTIMOLANTI IN CORSO DI INFEZIONE  NATURALE DA
LYMPHOCYSTIVIRUS.

Caputo S.* Cantarella $, Giorgianni P', Volpe E? Foti F%, Marino F, Ciulli S2

I Dip. di Scienze Veterinarie, Polo Universitario l#&hnunziata 98168, MessindDip. di Scienze Mediche Veterinarie,
Universita di Bologna, Cesenatico.

La linfocisti colpisce molteplici specie itticheat’qua dolce, salmastra e marina. L’agente causale
e un DNA virus appartenente al genkeyenphocystivirusfamiglialridoviridae. La temperatura di
19-20°C é condizione ottimale per l'insorgenzaealeflanifestazioni cliniche. Uno stock composto
da 100 giovanili di orataSparus auratpapparentemente sani, veniva prelevato da un imtgpia
produttivo del Sud lItalia e trasferito presso leoke dell’ impianto sperimentale del Dipartimento
di Scienze Veterinarie dell’'Universita di Messithaoggetti venivano stabulati in vasche di 100,
300 e 500 | di capacita, contenenti acqua marir@stituita, con temperatura di 19-24°C, salinita
1035 e pH 8. Gli esemplari stabulati venivano suddin 5 gruppi da 20 soggetti ciascuno ed
alimentati con una dieta arricchita da integrat@turali come segue: gruppo 1 algsparagopsis
taxiformisdisidratata, gruppo 2 estratto algale, grupporgauecano, gruppo 4 Imoviral®, gruppo
5 controllo. Dopo alcuni mesi di stabulazione, alcgoggetti, appartenenti a tutti i gruppi
sperimentali incluso il controllo, presentavano rinp segni clinici caratterizzati da lesioni
produttive talora pigmentate e diffuse della pellali proliferazioni vegetanti si accrescevano nel
giro di pochi giorni andando a modificare il proficorporeo dei teleostei affetti soprattutto a
livello del dorso, delle pinne, dei fianchi e detlgione buccale. Nel corso delle successive tre
settimane, con cadenza settimanale si procedeautathasia di 3 soggetti per vasca al fine di
sottoporli ad analisi istopatologiche e virologicidon si registrava alcuna mortalita sebbene i
soggetti infetti non si alimentassero regolarmelti®colaio si estingueva completamente nel giro
di 21 giorni con laestituito ad integrumUlteriori 20 soggetti di orata, provenienti daaumuiova
partita, venivano posti in coabitazione con glimgkari che avevano superato l'infezione e
nessuno di essi nei successivi tre mesi ha mosegpoi di malattia. L’istopatologia confermava la
derivazione dermica delle masse quali espressionmal ipertrofia dei fibroblasti dermici che
assumevano un aspetto globoso, con nucleo cergdhléenclusioni retiformi citoplasmatiche,
compatibili con quadri di linfocisti. L'analisi watogica, tramite Real time PCR specifica per
Lymphocystivirusé stata effettuata sia su soggetti sintomatiei asintomatici per un totale di 3
soggetti/gruppo. La presenza del DNA virale e statdenziata in tutti i soggetti analizzati, seppur
con quantita differenti tra soggetti sintomaticiasintomatici. Non sono state rilevate, invece,
differenze nelle cariche virali nei diversi grupgperimentali campionati. Il caso qui descritto
appare di interesse perché ha fornito un modeliorale di malattia, spontaneamente occorsa, che
ha permesso di testare I'efficacia di sostanzeralta cui sono stati attribuiti effetti antibiotie
immunostimolanti attualmente in studio. Nessundedsbstanze testate ha mostrato efficacia
protettiva nei confronti del virus della linfocisthe ha manifestato un decorso equivalente nei
diversi gruppi sperimentali. Si e registrata unaggiare incidenza della malattia nei soggetti
stabulati a 19°C rispetto a quelli posti a 24°Cstaala chiarire attraverso indagini immunologiche
se la guarigione comporti anche un'immunizzaziogiesdggetti.
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| CILIATI COME SERBATOIO NATURALE DI BATTERI POTENZ IALMENTE
PATOGENI PER GLI ORGANISMI ACQUATICI

Petroni G, Vannini C!, Fokin S.I*, Bazzocchi &, Verni F!

! Dipartimento di Biologia, Universita di Pis&,Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita PigahlUniversita di
Milano

Recenti lavori hanno rivelato I'esistenza di nunserauove specie di microrganismi appartenenti a
generi responsabili di malattie a trasmissioneoviete (Vector-Borne Diseases — VBD) in una
varieta di ospiti eucarioti, terrestri ed acquatlca maggior parte di tali microrganismi utilizza
artropofauna ematofaga come vettore/serbatoio. ddedo degli ultimi anni, tuttavia, abbiamo
caratterizzato numerose nuove specie microbichecads ad organismi diversi: in dettaglio,
batteri appartenenti o affini ai gen&ickettsia, Midichloriae Francisella (che comprendono gli
agenti eziologici della francisellosi nei pesci gassibili agenti eziologici della Red Mark
Syndrome nei pesci e della necrotising hepatopatitisenei gamberi) sono stati individuati in
protisti ciliati appartenenti ai geneRaramecium Spirostomumed Euplotes Benché la loro
effettiva patogenicita nei confronti di soggettiamho animali sia ancora in fase di accertamento,
'appartenenza a gruppi sistematici composti p@Evaimente da specie patogene suggerisce
l'ipotesi che tali batteri possano rappresentaraggnti eziologici di eventuali VBD non veicolate
da artropodi e relativi allambiente acquatico.fdtesi appare di potenziale interesse anche in
funzione del crescente numero di eventi di moriessiv@ registrate in impianti di acquacoltura
intensiva negli ultimi anni associati alla presertiabatteri Rickettsiasimili (Rickettsia Like
Organism, RLO) e alla naturale coesistenza inatalbienti di protisti ciliati. | risultati relativalla
caratterizzazione dRickettsiaLike Organism nei ciliati ottenuti dal nostro gpgpdi ricerca negli
ultimi anni saranno illustrati.
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APPLICAZIONE DI ANALISI MALDI-TOF (MATRIX ASSISTED  LASER DESORPTION
IONIZATION-TIME OF FLIGHT) PER L’IDENTIFICAZIONE DI SPECIE
BATTERICHE PATOGENE IN ACQUACOLTURA

Fiocchi EY, Drigo 13 Zambon M. Zaltum O', Bille L.2, Toson M? Ceolin C? Dalla Pozza M,
Manfrin A

1 |stituto Zooprofilattico Sperimentale delle VenezRentro Specialistico Ittico, Adria (RG;Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, Lab. Epidemiologia oigrai acquatici, Legnaro (PD)? Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, SCT2 Treviso.

Le malattie batteriche diffuse in acquacoltura sonmerose, molte delle quali sono responsabili
anche di casi con elevate mortalita in allevamepés.identificare I'agente eziologico solitamente i
laboratori utilizzano il metodo biochimico, basatdl'isolamento in piastra e successive tecniche
volte a determinare, con macro o micro metodiyd profilo metabolico. Nell'attivita diagnostica
routinaria I'identificazione biochimica appare scifinte per distinguere microrganismi patogeni
da quelli commensali/ambientali e conseguentensgeontare 0 meno un antibiogramma.
Tuttavia la corretta identificazione di specie cslb-tipizzazione dei ceppi isolati puo richiedere
ulteriori analisi di supporto, tramite biologia raoblare e/o mediante I'uso di nuove tecniche
analitiche, come la spettrometria di massa baséitarslisi dei profili proteici dei microrganismi.

La tecnologia MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Deption lonization-Time Of Flight) sembra
essere efficace e rapida, perché permette di lee/atmettamente su colonie isolate evitando
ulteriori manipolazioni o estrazioni. Nell'ultimoriénnio (2013-2015) e stato possibile
implementare il database, fornito dalla ditta adstice, dello strumento Microflex LT
(MaldiBiotyper, Bruker Daltonics), creando una bamati accessoria dei profili proteici di tutti i
ceppi di referenza conservati presso il Centro f@fistico Ittico. Sono stati analizzati circa 400
ceppi batterici isolati durante I'attivita diagniost o rivitalizzati dalla ceppoteca di campo,
provenienti da pesci d'acqua dolce, marina e datacei. | generi maggiormente studiati e
analizzati sono statiZibrio, Aeromonas, Edwardsiella, FlavobacterigrlRhotobacterium.

Tra i microrganismi identificati il 57% é stato eiwosciuto dal MALDI-TOF fino a livello di
specie, il 33% sino al genere, ed il 10% é statdutlibia classificazione. Dai risultati ottenuti il
MALDI-TOF risulta essere utile nell'identificazionéei ceppi batterici come supporto alla
tipizzazione biochimica, quando questa non riesteessere del tutto esaustiva. Nei generi
Photobacteriume Aeromonas pero, la sub-tipizzazione delle specie tramite I ATOF non é
sempre possibile. Per ovviare a questa mancanta;ase diAeromonas salmonicide stata
allestita una metodica molecolare RAPD (Random Afioption of Polymorphic DNA), che
permette la discriminazione tra le diverse sottogpsalmonicida, achromogenes, pectinolytica,
smithia e masoucida E stato utilizzato un solo primer (10-mer) comjgnza casuale avente
specificitd di appaiamento, in grado di localizzamlti siti d'ibridazione. | prodotti di
amplificazione sono stati separati mediante elieltesi e confrontati in base al loro peso
molecolare. Nei prossimi anni la banca dati satariokmente implementata per riuscire ad
individuare correttamente gli agenti patogeni fiatha sottospecie, in modo da identificare
tempestivamente i diversi microrganismi che possmmparire in aziende d’acquacoltura o essere
isolati dal’ambiente acquatico.
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APPROCCIO DIAGNOSTICO ALLIDENTIFICAZIONE DELLE MIC  OBATTERIOSI
ATIPICHE: COMPARAZIONE DI DIFFERENTI METODICHE MOLE  COLARI

Domeneghetti G, Civettini M2, Zambon M, Manfrin A2, Pretto T

! Dipartimento di Scienze della Vita e Biotecnologiriversita di Ferrara, Ferrara (FE):? Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie - Centro SpecialistitmltAdria (RO)

Le micobatteriosi atipiche rappresentano un problesanitario nell’allevamento di specie
ornamentali impiegate a fini sperimentdlighio rerio, Oryzias Latipes, Nothobranchigpp.). |l
decorso cronico e paucisintomatico dell'infeziongo palterare la normale risposta fisiologica
durante i trial ed inoltre le speciklycobacterium haemophilymMycobacterium marinum
Mycobacterium chelonapossiedono potenziale zoonotico. | segni di imfieei si manifestano
tardivamente con nuoto anomalo, dimagrimento, tapigi, ascite, deformita scheletriche, ulcere
cutanee e presenza di granulomi viscerali. La ¢acmiagnostica maggiormente impiegata e
l'istologia, mediante la colorazione di Ziehl-Nesmis che tuttavia si limita all'identificazione
morfologica di batteri acido-resistenti presentigiranulomi o nel citoplasma di macrofagi nelle
forme generalizzate. L'identificazione fenotipicdiechimica dei micobatteri atipici € indaginosa,
a causa della difficolta di isolamento della spéaterica da tessuto infetto, della crescita leleia
batteri in coltura e della difficile interpretazrdelle prove biochimiche. Considerate queste
premesse, al fine di ridurre i tempi ed i costiadalisi ed ottenere una identificazione di specie
maggiormente affidabile, sono state selezionatéa datteratura tre tecniche di PCR, le quali
permettono in primo luogo una diagnosi rapida diege e in secondo luogo l'identificazione della
specie. 7 specie sono state prese in consideraiiogeesto studioMycobacterium abscessus
Mycobacterium chelonaeMycobacterium fortuitumMycobacterium gordonagvlycobacterium
haemophilumMycobacterium marinura Mycobacterium peregrinuriali specie sono state scelte
in quanto piu frequentemente riportate in casi dialmatteriosi in zebrafishD@anio rerig). Un
primo metodo prevede una PCR end-point avente t¢arget una porzione del gene hsp65 di 439
paia di basi, seguita da Restriction Fragment LefRgiymorphism (RFLP); il secondo approccio
prevede una PCR Nested con target una regionecdi @24 paia di basi (primer esterni) e 300 paia
di basi (primer interni), del gene 16s, seguitahéassa da RFLP. Gli amplificati ottenuti da
entrambe le PCR nella fase di standardizzazionendeddo sono state seguite da sequenziamento.
Il terzo metodo ha come target una regione dell'€b8&preso tra i geni 16s e 23s di 250 paia di
basi, analizzata in PCR real-time seguita da dndé#le curve di melting ad alta risoluzione
(HRMA). Vista I'assenza in bibliografia di studi €lprendessero in considerazione tutte le specie
di nostro interesse, si € reso necessario unacositudilico per valutare il potere discriminantdlele
tre sequenze target. L'analisi filogenetica coralofta messo in luce una buona capacita
discriminatoria per i geni hsp65 e la regione IT&-23s, mentre per il gene 16s le specie
Mycobacterium fortuitum - Mycobacterium peregrinume Mycobacterium chelonae-
Mycobacterium abscessu®n risultano tra loro distinguibili. Le analisbrdotte su 11 ceppi di
referenza delle specie sopraelencate e due ceppardpo isolati da cardinalé®@racheirodon
axelrod), cresciuti su terreni specifici (Middlebrook 7H10J - BHI Agar) ed estratti mediante kit
commerciale basato su colonna di silice (Qiagesminb confermato che i pattern di restrizione e le
curve di melting ottenuti rispettivamente dalle lamalei geni hsp65 e dalla regione ITS 16s-23s,
permettono entrambi una efficace identificazione sgiecie dei ceppi testati, confermata
ulteriormente dal sequenziamento di hsp65. E siiasalita la scarsa capacita discriminatoria del
gene 16s, sia in RFLP che per sequenziamento. éendtiodiche selezionate sono state applicate
successivamente su DNA totale estratto da pacchetéstinale di 9 zebrafish sintomatici,
provenienti da due stabulari sperimentali univarsit pretrattati mediante lisi meccanica
(Tissuelyser Il). Con entrambi i target & statosfiuike evidenziare in tutti i soggetti la preseniza
micobatteri e identificare in uno stabulario la @peMycobacterium chelona€3 esemplari) e
nell’altro Mycobacterium haemophilun6 esemplari), confermando la bonta dei due metodi
applicati (RFLP-HRMA) direttamente sui tessuti etando cosi la fase di isolamento in coltura.
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PROFILASSI VACCINALE NEI CONFRONTI DELLA FORUNCOLOS | NEI
SALMONIDI: PUNTI DI FORZA E CRITICITA’

Manfrin A", Bronzatti P%, Fabris A, Severi G', Fiocchi EX, Zaltum O!, Zambon M

1 Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venez@S| Adria (RO).? Veterinario Libero Professionista, Verona;
3 Veterinario libero professionista, Mortegliano (Ubistituto Zooprofilattico Sperimentale del’Umbriadelle Marche,
Perugia.

La Foruncolosi, causata deeromonas salmonicida subsp. salmonicidajna classica malattia
batterica conosciuta fin dagli anni '50 e respoileah diverse specie ittiche, sia d’acqua dolce ch
salata, di gravi perdite e conseguenti danni ecarioiira le specie maggiormente sensibili, subito
dopo il salmone atlantico che universalmente énosciuto esserne il maggiormente colpito, ci
sono i salmerini, le trote fario e il temolo. Peragto riguarda il salmerino, sia la varieta alpina
(Salvelinus alpinyssia quella di fonteSalvelinus fontinalsrisultano fortemente suscettibili e
presentano tutte le forme cliniche della malattiauta con mortalita elevate, soprattutto negli
avannotti, subacuta con tipico quadro setticeminoreagico e cronica, con la presenza delle
tipiche lesioni cutanee che hanno originato I'uréeémente riconosciuto termine di foruncolosi.
Tale patologia si manifesta soprattutto in presafizzventi stressanti (alta densita, manipolazioni
scorrette, spremitura dei riproduttori, sbalzi dettmperatura) ed é difficiimente controllabile a
causa dell'elevata resistenzaAdli salmonicidanei confronti dei principali agenti chemio-terdpic
Come se non bastasse, alcuni ceppAeliomonas salmonicidaosiddetti atipici (principalmente
A. salmonicidasubsp achromogengsin alcuni stati del Nord Europa si sono dimostrat
particolarmente virulenti. Da anni i produttori daguropei hanno adottato dei protocolli vaccinali
che comportano, ad esempio nell’'allevamento deh@aé, anche tre interventi vaccinali nell'arco
dell'intero ciclo produttivo. In assenza di un v commerciale disponibile sul territorio
nazionale, in collaborazione con [lstituto Zooplattico Sperimentale dellUmbria e delle
Marche, sono stati allestiti 8 lotti di vaccinolsiéogeno prodotti con specifici ceppi isolati dugan
episodi di malattia nelle seguenti speck: alpinus Salmo trutta marmoratug Thymallus
thymallus Tali prodotti, utilizzati sia per immersione (diione 1:100 per 1-2 minuti) sia per
inoculazione intraperitoneale (0,1 mL/pesce), hapeomesso di ottenere buoni risultati con
riduzione significativa della mortalita oppure haroonsentito all’allevatore di ridurre i trattamient
terapeutici al minimo indispensabile. In un solsaai € avuta una mortalita di circa il 50% in un
lotto di 116.000 salmerini alpini di 8,8 g. di pesedio vaccinati per immersione, probabilmente a
seguito dell'eccessivo stress causato dalla masdpmwie dei soggetti. Analogamente anche i
temoli, che assieme ai salmerini risultano esssteemamente delicati, in alcuni casi hanno
risposto alla vaccinazione in maniera non ottimbdeconclusione, vista la notevole variabilita dei
ceppi diAeromonas salmonicidda frequente comparsa di fenomeni di antibiotiesistenza e la
mancanza di un prodotto commerciale polivalenteorostante alcune criticita, l'utilizzo del
vaccino stabulogeno risulta essere ancora la mganzentiva piu efficace nei confronti di questa
temibile patologia, che sta causando seri dannadglatori che hanno intrapreso I'allevamento di
gueste specie estremamente pregiate.
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VALUTAZIONE DELLO STATO SANITARIO DI STORIONI D’ALL ~ EVAMENTO: DATI
PRELIMINARI

Scanzio T, Caimi C2, Foglini C%, Burioli E.A.V.}, Pastorino P, Pedron C, Marturano S, Prearo Mt

1stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritiguria e Valle d'Aosta, Laboratorio Specialistidolttiopatologia —
Torino; 2 Universita degli Studi di Torino, Dipartimento 8tienze Veterinarie - Grugliasco (TGWMedico Veterinario,
Settala (MI);* Studio Acqua Nostra, Cusago (MI).

La storionicoltura rappresenta, nel panorama namore mondiale, una delle produzioni
d’acquacoltura maggiormente in crescita, non serspgrliita perd da uno sviluppo scientifico e
tecnologico adeguato; questa situazione non pegntdittgestire sempre in modo oculato e
vantaggioso questo allevamento, visto anche i temgio lunghi per raggiungere la maturita
sessuale delle femmine per produrre il cavialgudle rappresenta il prodotto principale di tale
attivita.

Per inquadrare lo scenario degli agenti eziologlwg interferiscono con le fasi di crescita e
sviluppo di storioni nell'acquacoltura nazionaleinécorso di svolgimento, dall'agosto 2014, un
piano di controllo sanitario su pesci ospitati inedimpianti della Pianura Padana. L'attivita
diagnostica é svolta su individui moribondi o trovaorti entro 2 ore dal decesso, appartenenti a
diverse classi di eta, dalle larve ai soggetti tadul

Sono stati analizzati 127 esemplari, di cui 70istorsiberiani Acipenser baer)i 40 storioni russi
(A. gueldenstaedj}ii 7 sterleti A. ruthenu¥ e 10 ibridiA. gueldenstaedtii/A. baerii

Tutti i soggetti sono stati attentamente osseraatthe in vasca per evidenziare I'eventuale
sintomatologia; una volta giunti in laboratorio utti i pesci € stato condotto un esame
parassitologico a fresco su cute e branchie peateaxiare eventuali parassitosi ed un esame
anatomopatologico per rilevare segni clinici esteed eventuali lesioni agli organi interni;
successivamente e stato effettuato un prelievétainente da rene e cervello, mediante ansa sterile
per 'esame colturale. La semina é stata eseguitergeni di primo isolamento agarizzati (Agar
sangue e Tryptic Soy Agar) ed incubati a 22+2°C23#er2 ore. Le colonie cresciute sui terreni di
primo isolamento sono state successivamente cl@natassificate mediante prove di crescita su
terreni selettivi, prove fenotipiche e biochimic(®PI System, bioMérieux). Da ogni soggetto
inoltre é stato effettuato un prelievo di fegato lpericerca delle micobatteriosi atipiche, il qua
stato omogenato, decontaminato con HPC, centriflugaseminato su terreni selettivi in tubo
(Lowenstein-Jensen e Stonebrink) per 60 giorni.

| risultati delle analisi anatomopatologiche hapeomesso fino ad oggi di evidenziare che i segni
piu frequenti nei soggetti in esame sono costitlatiarrossamenti cutanei pit o meno diffusi, che
coinvolgono la regione periorale e periocularepgeda lesioni branchiali ed erosioni delle pinne.
Per quanto concerne i parassiti, la presenza dogwociliati su branchie (genefirichodinae
Chilodonellg e cute Trichoding e pressoché costante in animali aventi eta sugea due anni,
stabulati in vasche o canali con lento deflussizadr

| batteri isolati appartengono a numerosi genddura dei quali annoverabili come possibili
patogeni primari Yersinia ruckefj, altri come patogeni di irruzione secondarieromonas
hydrophilg A. sobrig Citrobacter freundii Plesiomonas shigelloidePseudomonas fluorescgns
altri ancora $hewanella putrefacieresAcinetobactespp.) il cui ruolo patogeno non € ancora stato
segnalato e descritto. Le analisi batteriologicbeljisolamento di micobatteri atipici sono sempre
risultate negative. La presenza di lesioni sulenbhie e di arrossamenti peribuccali e periorbitali
€ quasi sempre associata all'isolamento di battentre I'infestazione da protozoi non € mai stata
tanto abbondante da pensare che possa costituicausa primaria di decesso degli animali
parassitati.

In conclusione, i risultati preliminari ottenuti dguestindagine sono ancora lacunosi, tuttavia
permettono di orientare l'attenzione sullo stateatlite degli storioni verso un miglioramento delle
pratiche sanitarie, volte a minimizzare il rischibcontagio e diffusione delle patologie di tipo
batterico negli impianti oggetto di indagine.
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BATTERI DELLA FAMIGLIA MIDICHLORIACEAE (ORDINE RICK ETTSIALES):
AGENTE EZIOLOGICO DELLA RED MARK SYNDROME IN ONCORHYNCHUS
MYKISS?

Cafiso AY, Serra 2, Petroni G, Bazzocchi C.

1 Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita PutzhlUniversita di Milano? Dipartimento di Biologia, Universita di
Pisa

La Red Mark Syndrome (RMS) é una patologia cheac&soni a livello cutaneo nella trota iridea
Oncorhynchus mykisgenerando quindi un forte impatto economico negagier gli allevatori.
Infatti, nonostante la mortalita sia molto bassk guarigione degli individui affetti da RMS
avvenga anche spontaneamente, la morbilitd puovaigiere fino al 60% degli individui di un
allevamento. Il prodotto, pronto per la venditad i conseguenza essere scartato in quantita tra il
50% e il 75% in quanto le antiestetiche lesionisprii sul pesce portano inevitabilmente a una
svalutazione del prodotto (Oidtmaahal, 2013).

Ad oggi, non é ancora stato identificato I'agensolegico della RMS sebbene alcuni autori
suggeriscano un possibile coinvolgimento batteffealeotti, convegno SIPI, 2012) sulla base sia
di dati relativi a una trasmissibilita tra individaffetti dalla patologia ed individui sani (Verrer
Jeffreyset al, 2008) che da analisi istologiche che mostranttraeioni neutrofiliche nell’area
inflammatoria della lesione (Metselaat al, 2010). Sono inoltre state rinvenute, sulla base d
analisi molecolari in lesioni cutanee causate daSRbequenze del gene 16S rDNA riconducibili
ad organismi appartenenti alla famiglia delle Mmdiiziaceae (ordine Rickettsiales). Questa
famiglia comprende batteri associati a vari organisra cui protozoi e artropodi parassiti e dieers
evidenze indicano che le Midichloriaceae potreblemsere infettive per i vertebrati e costituire la
causa dello sviluppo di patologie (Bazzocehal, 2013).

Sulla base delle sequenze presenti in banca dstatg messa a punto una PCR Real time per la
quantificazione assoluta del gene 16SrDNA di quesidichloriacea al fine di valutare sia la
presenza/assenza di questo batterio in lesiorssaitiesani di pesci affetti da RMS sia I'eventuale
correlazione tra la severita della patologia e dangita di batteri riscontrati. | risultati ottenut
hanno evidenziato:

1) - che lesioni a stadio pit avanzato presentanoumero di batteri superiore rispetto a stadi piu
precoci della patologia;

2) - che in cute di pesci sani provenienti da afegnti con RMS non e stata riscontrata la presenza
di batteri al contrario di quanto evidenziato ircuadi frammenti di cute apparentemente sana
prelevata da individui malati, suggerendo quindpossibile inizio di diffusione della patologia.

E’ stata inoltre dimostrata la presenza di questhicitioriacea anche in organi prelevati da pesci
affetti da RMS indicando una possibile diffusioret blatterio a livello sistemico.

In conclusione, nonostante gli studi molecolaridevizino una associazione tra il batterio e la
RMS, ulteriori studi saranno necessari sia per dinape il suo effettivo ruolo nella causa della
patologia sia per identificarne il suo possibilsemoir. La presenza di Midichloriaceae in ciliati
presenti nelle acque, si dimostra un intrigantea@dnpartenza per questa nuova ricerca.

Bazzocchi C.et al. (2013). Molecular and serological evidence for tireulation of the tick symbionMidichloria
(Rickettsiales: Midichloriaceae) in different mamiaalspeciesParasites and Vector$, 350.

Metselaar M.et al. (2010). Association of red-mark syndrome witlRigkettsialike organism and its connection with
strawberry disease in the US#ournal of Fish Disease83, 849-858.

Oidtmann B.et al. (2013). Differential characterization of emergiskjn diseases of rainbow trout — a standardized
approach to capturing disease characteristics anel@pment of case definitiondournal of Fish Disease86, 931-937.

Verner-Jeffreys D.Wet al. (2008). Emergence of cold water strawberry disedsainbow troutOncorhynchus mykisa
England and Wales: outbreak investigations andgstméssion studieDiseases of Aquatic Organism&d, 207-218.
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EVIDENZA ULTRASTRUTTURALE E BIOMOLECOLARE DI ORGANI SMI
MIDICHLORIA-LIKE (MLO) IN TESSUTI DI TROTA IRIDEA E POSSIBILE RUOLO
NELL’EZIOLOGIA DELLA RED MARK SYNDROME (RMS)

Galeotti MY, Manzano M., Cecchini F, Volpatti D, Bulfon C!, Beraldo P, Rossi G, Magi G.E?

! Sezione di Patologia Veterinaria, Dipartimento di€hze degli Alimenti, Universita degli Studi diibket > Scuola di
Bioscienze e Medicina Veterinaria, Universita din@aino.

RMS e US SD sono malattie cutanee che colpiscortoota iridea ©. mykisy in molti paesi
europei e negli Stati Uniti. L’eziologia di questalattie &€ ancora incerta. A dispetto di indagini
specifiche che individuano la presenza di DNA datea Rickettsia-like organisms (RLOS) in
trote allevate negli Stati Uniti e in Europa (Llowyd al, 2008; Metselaaet al, 2010), e piu
recentemente di DNA correlato Midichloria-like organism (MLOS) in trote allevate in Scozia
(Cafisoet al.,2015), questi agenti patogeni non sono mai stetiati morfologicamente.

La presente ricerca rappresenta la prosecuziomglagini condotte negli ultimi anni su focolai di
RMS in ltalia, finalizzate a comprendere la pat@gne l'agente causale della malattia.
A tal fine sono state campionate 17 trote con tegideribili a RMS presso due allevamenti del
nord lItalia, con ricorrenti episodi di malattia, % trote di controllo dallo stabulario ittico
dell’'Universita di Udine, nel quale non sono maitissegnalati episodi di RMS. Su campioni di
cute e milza di tutti i soggetti sono state effatéu indagini istologiche, ultrastrutturali e
biomolecolari. L'esame istologico ha evidenziattiglco quadro di massiva infiltrazione linfocito-
macrofagica coinvolgente tutti gli strati cutantd|volta fino al sottostante tessuto muscolare.
L'indagine ultrastrutturale, effettuata con un rgeopio elettronico Zeiss EM 109, ha evidenziato
nel 59% dei soggetti la presenza di microrganisraili® allungati, di dimensioni di lunghezza pari
a 400 -700 nm e di larghezza pari a 100-200 nm,citmplasma granulare elettrondenso, parete
trilaminare, con membrana esterna e interna, tigeiabatteri Gram-. Alcuni mostravano una
struttura filamentosa, riferibile a DNA, dispost @n polo del batterio. Nelle 5 trote di controllo
non sono stati evidenziati microrganismi intradaliu | batteri erano sempre intracellulari,
localizzati in fibroblasti, eritrociti, macrofagiaramente nei neutrofili. Previa estrazione del DNA
I'indagine biomolecolare e stata effettuata in dtep: PCR con due primers messi a punto da
Lloyd (RLO1 e RLO2), sullamplificato e stata cortdouna successiva PCR con due primers
messi a punto dagli autori (RiIFCfw e RiFCrev). Ddacseconda amplificazione é stata ottenuta
una banda di piccole dimensioni, molto definital8B Kbp, evidenziata nella cute e nella milza
del 76% delle trote. Nessuna delle 5 trote di adlatrha evidenziato la stessa positivita. Le
caratteristiche ultrastrutturali permettono di milsire i microrganismi individuati quali
appartenenti a Rickettsiales: in questo ordinateidlie Rickettsiaceae e Midichloriaceae appaiono
molto affini. Il confronto con la morfologia ultraatturale di altri batteri appartenenti alla fairag
Midichloriaceae (Fritschet al., 1999 ; Sacchéet al., 2004; Sasserat. al 2006; Vanniniet al.,
2010) individua una forte somiglianza tra questidsae quelli rinvenuti nella presente indagine.
Inoltre i risultati dell’indagine biomolecolare qugrtano tale ipotesi in quanto i primers RiFCfw e
RiFCrev, messi a punto nei nostri laboratori, sitngrado di riconoscere sia la sequenza del DNA
16s di Rickettsia-like organism, che la sequenz®dMiA 16s di Midichloria-like organism. |
risultati ultrastrutturali e biomolecolari, assaitialla recente individuazione di positivita peN®
correlato a MLO in trote affette da RMS in ScozZiafisoet al, 2015), ci permettono di sostenere
che i batteri intracellulari da noi rinvenuti irsgaiti di trote affette da RMS in Italia, possansees
riferibili a Midichloria-like organisms, e che quesrganismi possono essere ritenuti gli agenti
causali di RMS.
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INFEZIONI DI ORIGINE BATTERICA IN ELASMOBRANCHI IN UN ACQUARIO
ESPOSITIVO

Florio D', Gridelli S?, Gustinelli A, Quaglio F%, Zanoni R.G. Fioravanti M.L*

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Almaté Studiorum Universita di Bologn&;Parco Le Navi Soc.
coop., Acquario di Cattolica, (RNj:Dipartimento di Biomedicina Comparata ed AlimentagipUniversita di Padova,
Legnaro (PD).

Gli elasmobranchi rappresentano attrazioni popolegii acquari pubblici e negli zoo sin dal 1860.
Nel corso degli ultimi anni le conoscenze rela@lla biologia e alla gestione degli elasmobranchi
in ambiente controllato sono aumentate e divers® de specie mantenute e riprodotte con
successo. Al contrario, informazioni relative alpatologie sono limitate e sono riferite
principalmente a deformita spinali, patologie tii®é, neoplasie e malattie di origine parassitatia e
infettiva. Fra queste le infezioni di origine batta soprattutto sostenute da microrganismi
appartenenti alla famiglia delle Vibrionaceae rtes un ruolo importante in quanto spesso
correlate ad episodi di mortalita. Tra le diverpece diVibrio il V. harveyi(sinonimo diV.
carchariad, segnalato in diverse specie come squalo t@argharias tauruy squalo limone
(Negaprion brevirostriy squalo grigio Carcharhinus plumbeQs spinarolo $qualus acanthidse
spesso associato a fenomeni di meningite o adeutnganee. Altriibrio comeV. alginolyticus

V. parahaemolyticug il Photobacterium damselaibsp damselaesono stati correlati ad episodi
di mortalitd ma in sovrapposizione solitamente aftre patologie. lAeromonas salmonicida
documentata come agente causale di malattia irapiena Carcharhinus melanopterysnentre
negli squali martelloghyrna tiburd sono stati segnala8erratia marcescens, in giovanili con
sintomi neurologiciFlavobacteriumsp.. Recentemente anche i micobatteri cdhyeobacterium
aviume M. chelonaesono stati isolati da lesioni granulomatose défuspettivamente in squalo
bamboo Hemiscyllium ocellatuire nel pesce violindRhinobatos lentiginosis

Nell'acquario di Cattolica (RN) sono presenti olt@ esemplari di elasmobranchi appartenenti a
16 specie diverse. Nel corso degli ultimi anni laggior parte degli episodi di mortalita che si sono
verificati sono riferiti principalmente a patologieorigine batterica prevalentemente associage all
presenza dV. harveyi In particolare tale patogeno e stato correlataedesso di 4 giovani
esemplari diS. tiburg 5 esemplari di cui 4 esemplari giovanili ed uglalgo di squalo pinna nera
(C. melanopterys 3 esemplari giovanili di squalo bambo&h{loscyllium punctatujn in
concomitanza corV. fischeri ed in un esemplare di squalo nutrice adul@nglymostoma
cirratum) in associazione alla presenzaPdidamselasubspdamselaeln tutti i soggetti deceduti
sono stati riscontrati quadri di meningite ed dteer tutti gli episodi di mortalita si sono veciiti
durante il periodo di quarantena o dopo il lorasfieamento in una nuova vasca.

Infine in un esemplare adulto di squalo tot {faurud che mostrava estese lesioni cutanee di tipo
necrotico é stata rilevata la presenzaetacibaculum maritimum

Le principali problematiche sanitarie riscontratel’ambiente controllato dell’acquario sono
rappresentate da infezioni batteriche sostenuteaginti patogeni opportunisti ubiquitari in
ambiente acquatico (soprattutiébrio) che sono in grado di causare, in presenza diiziomdl
predisponenti, patologie batteriche superficiab sistemiche anche gravi che possono portare
anche alla morte. Pertanto I'applicazione di attpratocolli gestionali possono essere utili akfin
di ridurre le condizioni di stress a cui gli animpbssono essere sottoposti soprattutto durante le
fasi successive al trasporto e all'acclimatamefieorauove condizioni di vita.

Per quanto concerne maritimumulteriori indagini andranno condotte al fine dalstire il ruolo
patogeno e le modalita di trasmissione di tale onganismo negli elasmobranchi soprattutto in
condizioni di coabitazione con teleostei.
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PARASSITI ZOONOTICI IN SPECIE ITTICHE DULCIACQUICOL E IN ITALIA
SETTENTRIONALE: TRE ANNI DI RICERCHE

Gustinelli AY', Menconi VV}? Caffara M}, Prearo M, Fioravanti M.L!

! Dipartimento Scienze Mediche Veterinarie, Alma MaBéudiorum Universitd di Bologna, Ozzano EmiliaO)8
2|stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonhtguria e Valle d’Aosta, Torino.

Alla luce dell’'emergenza in Italia di nuovi casi am di Difillobotriasi daDiphyllobothrium latum
(Cestoda) e di Opistorchiasi dapisthorchis felineus(Digenea) nei primi anni del 2000,
nellambito di un Progetto di Ricerca Finalizzataahziato dal Ministero della Salute (RF-2010-
2311360) si é intrapresa un’indagine epidemiologio#ta a definire la presenza di parassiti
zoonotici in specie ittiche dulciacquicole pesdatalcuni laghi dell’ltalia settentrionale, cercand

di individuare i principali fattori biotici ed abiici coinvolti nell'eventuale presenza/persistediza
tali parassiti nel’ambiente e nella loro trasnmogs& alluomo. Da marzo 2013 a settembre 2015
sono stati condotti esami parassitologici su 1985tpappartenenti a 14 specie pescate nei laghi di
Como, Iseo e Garda (vedi tabella).

Specie ittica Como Iseo Garda Totale

Persico reale Perca fluviatilis 367 591 409 1367
Luccio europeo | Esox lucius 17 10 5 32
Bottatrice Lota lota 17 26 15 58
Agone Alosa fallax lacustris 0 128 31 159
Coregone Coregonusspp. 0 56 37 93
Tinca Tinca tinca 23 29 28 80
Scardola Scardinius erythrophthalmus| 29 36 0 65
Altre specie di ciprinidi 28 41 14 83

Totale 481 917 539 1937

Tutti i pesci sono stati pesati, misurati e sotgtpad esame parassitologico completo. Per la
ricerca di larve plerocercoidi dd. latumé stato condotto I'esame visivo della cavita viatee
delle masse muscolari previo sfilettamento, mept&ela ricerca di metacercarie @i felineusi
ciprinidi sono stati sottoposti ad esame microsmoplei muscoli mediante compressione e/o
digestione cloropeptica. | parassiti rinvenuti sostati isolati e fissati in alcool 70° per le
successive indagini morfologiche e molecolari. Laespnza di stadi larvali di cestodi
Diphyllobothriidae € stata rilevata in persici iehlcci e bottatrici provenienti dai laghi di Corso
Iseo con i seguenti valori di prevalenza: persic3:4% a Como e 9,8% a Iseo; luccio = 88,2% a
Como e 60% a Iseo; bottatrice = 29,4% a Como e 3a8¥eo0. Tutti i parassiti sono stati
identificati come larve plerocercoidi diphyllobothrium latum che si conferma al momento
I'unica specie presente nelle aree in studio. Gdirg, i coregoni e tutti i pesci pescati nel Lago d
Garda sono risultati negativi per la presenza ddtarle. Per quanto riguarda la ricerca di
metacercarie di trematodi Opisthorchiidae, nessprinide delle diverse specie prese in esame é
risultato positivo per la presenza di metacercasiivibili adO. felineus mentre in tre tinche del
Lago di Como e stata rilevata la presenza di stadiali di Pseudamphistomum truncatum
Opisthorchiidae potenzialmente zoonotico. In baseésaltati ottenuti nel corso della presente
ricerca si pud confermare la presenza endemida. ditumnelle popolazioni ittiche di Como e
Iseo, individuando solo persico reale, luccio gdiate quali ospiti intermedi/paratenici idoneg S
perd il ruolo di luccio e bottatrice nella trasmisge della parassitosi alluomo puo essere
considerato marginale, il persico si conferma iviégrodotto ittico che presenta maggiori rischi
zoonosici, sia per la frequente localizzazione rolase delle larve plerocercoidi in questo ospite,
sia perché spesso consumato crudo (carpaccio dicperPer quanto riguarda I'Opistorchiasi,
appare rassicurante il mancato reperto di metagerdeO. felineusnei ciprinidi esaminati, anche
alla luce del fatto che non risulta praticato ihsomo di ciprinidi sotto forma di preparazioni a
rischio nelle aree in studio.
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SEGNALAZIONE DI HYSTEROMORPHA TRILOBA (DIGENEA: DIPLOSTOMIDAE) IN
CIPRINIDI PESCATI NELLE ACQUE INTERNE LIGURI

Menconi V*, Pastorino P, Oneto F, Capurro M, Ottonello D? Ciuffardi L% Monaci E*, Righetti M?,
Prearo M

!stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritiguria e Valle d’Aosta, Laboratorio Specialistid Ittiopatologia -
Torino; 2Centro Studi BioNaturalistici S.r.I., Genova.

L'infestazione muscolare ddysteromorpha trilobgDigenea: Diplostomidae) e stata descritta in
popolazioni ittiche sia in Europa clhe America. In passato in Italia lo stadio aduliogdesto
parassita € stato segnalato nel tarab{&maurus stellariy mentre le metacercarie sono state
isolate in cavedan{Squalius cephalQspescati in corsi d'acqua emiliano-romagnoli edo@sci
gatto(Ameiurus mel3gsallevati nella provincia di Modena. Questo trema ha un ciclo biologico
complesso in quanto 'ospite definitivo € un uagsttiofago (cormorano) in cui il parassita si
localizza a livello intestinale, il primo ospitetémmedio € un mollusco gasteropode (genere
Gyraulus)ed il secondo ospite & un pesce (Ictaluridi, @igdr) in cui le metacercarie si incistano
nel tessuto muscolare scheletrico. Nell'ambito Wb studio, condotto dalla Regione Liguria in
collaborazione con I'Universita degli Studi di Geace ['lstituto Zooprofilattico Sperimentale del
Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta, sulla faunacitipresente nei corsi d’acqua regionali, sono stati
prelevati degli esemplari di pesci per monitordrkoro stato di salute. Il progetto, iniziato nella
primavera 2015, ha valutato fino ad oggi solamexdeni corpi idrici della provincia di Imperia
(torrente Bevera, fiume Roja, torrente Nervia edioire Argentina), di Savona (fiume Centa) e di
Genova (fiume Entella, torrente Polcevera).

Sono stati campionati 93 ciprinidi suddivisi in géironi (Telestes muticelljs25 barbi Barbus
plebejud e 22 cavedaniSgualius cephalys pitl precisamente sono stati pescati 75 esemplari
provenienti dalla provincia di Imperia (11 dal Bewe 7 dal Roja, 17 dal Nervia e 40
dall’Argentina), 13 dalla provincia di Savona (daenta) e 5 dalla provincia di Genova (4
dall’Entella e 1 dal Polcevera). Tutti i campioming stati sottoposti all'esame parassitologico a
fresco, compreso lo sfilettamento delle masse nasquer evidenziare la presenza e il successivo
isolamento di eventuali metacercarie, le qualili@gsio ben visibili ad occhio nudo, apparendo
tondeggianti e di colore biancastro con un diamdtroirca 1-2 mm. | parassiti isolati sono stati
sottoposti ad esame microscopico a fresco peutticsmorfologico ed infine fissati in alcool 70°.

La presenza delle metacercarie a livello muscodastata evidenziata in 10 esemplari con una
prevalenza relativa del 10,7%; piu precisamenté iedemplari di vairone sono risultati tutti
negativi, mentre le positivita si sono ripartitdl@eltre due specie campionate; piu precisamente
un solo barbo sui 25 campionati € risultato positigprevalenza del 4%), mentre sono risultati
positivi 9 cavedani su 22 monitorati (40,9%). Deglitendo meglio i ritrovamenti si & potuto
osservare come le positivita riscontrate sianae statamente nei bacini del torrente Nervia (IM)
con un barbo su 6 campionati (16,7%) e un cavedand campionati (25%) e del fiume Centa
(SV) con 8 cavedani su 13 campionati (61,5%). Ifesg@arassitologico e lo studio dei caratteri
morfologici tramite I'osservazione microscopica ras€o delle metacercarie hanno permesso
l'identificazione del parassita contdysteromorpha triloba Tutti gli esemplari positivi hanno
mostrato un’elevata intensita di infestazione allovmuscolare.

Anche se la parassitosi non determina implicazzonotiche, I'evidenza macroscopica delle
metacercarie puo rappresentare un problema rigoigrda commerciabilita, in quanto rendono il
prodotto ripugnante alla vista del consumatore B uatilizzabile. Ad oggi i dati relativi alla
distribuzione e alla prevalenza Hiysteromorpha trilobasul territorio nazionale sono ancora
frammentari e incompleti; tale segnalazione appouavi dati sulla presenza di questo trematode
nella fauna ittica italiana; al momento attuale ozaro studi mirati in altre regioni, rendendo quindi
necessario uno studio piu approfondito per conedeereale distribuzione del parassita.

Lo studio € stato parzialmente finanziato dalla iReg Liguria.
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NEMATODI PARASSITI IN GRONCO, CONGER CONGER L. IN ACQUE SICILIANE

Costa A.*, Di Noto A.M., Graci S., Cammilleri GBuscemi M.D., Ferrara P., Ferrantelli V.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia. Mirri”, Palermo

Conger congerLinnaeus 1758 (Anguilliformes, Congridae), conaBzi comunemente come
gronco o grongo, € una specie marina diffusa ned est Atlantico, nel Mar Mediterraneo e nel
Mar Nero occidentale. Specie carnivora, molto coenmei nostri mari, predilige gli anfratti
rocciosi, tra 10 e 1000 m di profondita. Diver&vori in letteratura sulla parassitofauna di qaest
specie ittica pescata nei mari italiani (Adriatidarreno, coste della Sardegna, Mar Ligure). Gl
autori riportano i dati preliminari dell'indagineapassitologica, effettuata su esemplarCdinger
congerL. provenienti dalle coste siciliane, con particelsiguardo alla ricerca di nematodi. Tra
dicembre 2013 e gennaio 2014, 25 esemplari di gr@Qunger congerpescati nelle acque vicino
Sciacca, sulla costa sud della Sicilia, sono pertven laboratorio, trasportati a temperatura di
refrigerazione. L'esame parassitologico ha permeégseperire, in sede viscerale, un totale di 42
nematodi (forme larvali e adulti) in 13 campioni, seguito ricerca visiva e mediante
stereomicroscopio: i parassiti isolati, fissatigtanolo 70% e chiarificati in glicerolo, sono stati
identificati morfologicamente a livello di genereediante microscopio ottico. Cinque taxa di
Nematodi, appartenenti a diverse famiglie, sondi steentificati in base alle caratteristiche
morfologiche come: larve LABnisakisTipo | eAnisakisTipo Il (sensuBerland 1961) (Anisakidae),
Hysterothylaciumsp (larve L3 ed L4 e una forma adulta) (Rhapidégdickae) eCucullanussp.
(Cucullanidae) (in diversi esemplari in coinfesterd) e un nematode riferibile @ristitectus
congeriPetter 1970 (Cystidicolidae). Le larve appartenalta famiglia Anisakidae isolate, sono
state inoltre identificate e caratterizzate a livadi specie con la tecnica molecolare. L'analisi
molecolare con PCR-RFLP ha permesso di identifiatarve diAnisakisdi tipo | (28,6%) come

A. pegreffiie le larve diAnisakisdi tipo Il comeA. physeterig2,4%). | nematodi identificati come
Hysterothylacium (38,1%), sono stati caratterizzati, mediante serjaenento dei marcatori
molecolari ITS, comedysterothylacium fabyimediante confronto delle sequenze ottenute con le
sequenze piu simili disponibili in GenBank. Riguagli altri nematodi reperiti nei campioni, sono
stati identificati parassiti riferibili a forme aler di Cucullanussp. (Cucullanidae) (28,6%) e un
nematode riferibile &ristitectus congerPetter 1970 (Cystidicolidae). Nel Mar Mediterranesne
riportata, inConger congepescati nelle acque spagnole, la sp€cihiansed, in esemplari pescati
nelle acque della Sardegna, la spétiebioccaj gia descritta come nuova specie da Orecchia &
Paggi (1987) inMugil cephalus In letteratura inoltreCristitectus congere stato identificato in
gronchi pescati lungo le coste iberiche, compresmste atlantiche, ma viene riportato anche nelle
acque della Sardegna. | parassiti ritrovati nellasente indagine sono stati precedentemente
segnalati da altri autori i€onger congerdel Mar Mediterraneo. Il presente lavoro permelite
aggiungere nuove informazioni sulla diffusione drgssiti nematodi in questa specie ittica nelle
nostre aree marine.

Costa G., Santos M.J., Costa L., Biscolto M., PinhdedCarvalho M.A.A., Meio-Moreira E. (2009 elminth parasites
from the stomach of conger e€lpnger congerfrom Madeira Island, Atlantic Oceah. Parasitol, 95, (4): 1013-1015.

Culurgioni J., D’Amico V., Coluccia E., Mulas A., kig V. (2006) Metazoan parasite of conger &nger conget..
from Sardinian waters (Italy)ttiopatologia, 3: 253-261.

Mufioz M.V., Fernadez J.P., Orts M.E., Carbonel I(1898).Sobre algunos nematodes cucullanidos parasit€odger
conger(L.) en aquas del litoral valenciari®ev. Iber. Parasitol48, (3): 275-281.
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VISIBLE IMPLANTS ELASTOMER COME MARCATORI DI FAUNA ITTICA

Foglini C¥, Scanzio T, Righetti M?, Colussi &, Burioli E.A.V.}, Campia \#, Pastorino B, Menconi \*,
Gasco L, Prearo M!

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemontaguria e Valle d’Aosta, Via Bologna, 148 - 101540rino.
!Laboratorio Specialistico di Ittiopatologi Laboratorio di Genetica e ImmunobiochimicaDipartimento di Scienze
Agrarie, Forestali e Alimentari, Grugliasco (TO).

La marcatura univoca di un elevato numero di imdlivinecessita di metodi pratici e rapidi
nell'utilizzo, economici, poco invasivi per l'anitaae sicuri per l'operatore; inoltre devono essere
affidabili nella corretta restituzione del codicglividuale. Alcuni gruppi animali presentano ineltr
ulteriori problematiche legate alla struttura egiidermide, al ciclo vitale, a loro peculiarita
etologiche. Se nel passato, in ambito ittico eftatierate delle amputazioni di porzioni di pinne, |
sempre piu stringenti normative riguardanti il kese¥e animale da un lato o la necessita di operare
su specie a rischio e/o protette dall'altro, redoecessario I'utilizzo di soluzioni alternativen U
metodo molto promettente, gia impiegato in fautieaif anfibi e crostacei, & costituito dall'utilizz
dei Visible Implants Elastomer(VIE). Si tratta di materiali polimerici biocompaii,
bicomponenti, che possono essere iniettati sogocoih una siringa o un iniettore ad ago e sono
visibili esternamente. Dopo il mescolamento e damone, i due materiali si solidificano senza
danneggiare i tessuti circostanti. Alcuni dei cioforniti sono sia ad alta visibilita, sia fluoresti

ai raggi UV: questo permette una rapida individoagi deitag anche in condizioni di bassa
luminosita e/o su animali in movimento. || numerbocdmbinazioni realizzabili € determinato
unicamente dal numero di colori disponibili e dahrero di posizioni corporee idonee a riceve la
marcatura. Il team di Torino da tempo sta conduceattivita di ricerca dove lidentificazione
univoca e protratta nel tempo dei pesci sotto spartazione € condizione imprescindibile. Per tali
attivita nel tempo si & proceduto all'identificazéodei soggetti con diversi metodi, non sempre
soddisfacenti o rispondenti ai requisiti richiedéil benessere animale. Pertanto si & deciso di
intraprendere la via dell'utilizzo degli elastomegali marcatori individuali. E stato allestito un
test condotto in un impianto sperimentale di stabohe su 350 trote irideaDcorhynchus
mykiss),marcate dopo una blanda sedazione con MS-222zzatildo differenti combinazioni e
colori di VIE. Il protocollo di marcatura ha pretdsla scelta di 6 regioni corporee su il solo lato
sinistro: zona retrorbitale, sulle pinne dorsakjdale, anale, ventrale e pettorale. Ogni porzione
corporea puo ospitare al massimo 3 distinti coar@si (superiore, medio e inferiore o destro,
medio e sinistro); sono stati utilizzati il coloresso, I'arancione, il giallo e il blu. Sebbene la
verifica dei differenti lotti di pesci marcati cofiE sia tutt'ora in corso, si € potuto notare come
l'identificazione dei “codici identificativi” deteninati dalle posizioni e dai colori dei contrassegn
sia stata molto buona ed abbia portato ad un remmnto univoco certo in tutti i casi esaminati.
Esaminando i risultati relativamente alle posiziatilizzate, si € potuto notare come nella trota
iridea tutti i siti scelti sono idonei per una @ita evidenziazione dei marcatori, senza causare ne
particolari criticita nell'inserimento del tag, n@ntomeno in fase di lettura. Per i colori utiliiza
invece si e potuto notare come il rosso e I'arameisiano quelli che maggiormente spiccano sia su
livrea chiara che scura; il blu invece risulta essaeno efficace nella visione alla luce naturale,
soprattutto nelle porzioni pigmentate della regior&robulbare e della pinna caudale, mentre
appare facilmente visibile alla visione con lucev.tJ.l giallo presenta una efficacia visiva
intermedia tra il rosso/arancione e il blu. PeddntlIE hanno mostrato una buona facilita di ledtur
dei contrassegni individuali anche a distanza dneXsi dal loro inserimento, come ampiamente
riportato in letteratura. Il colore rosso si € dsmmato quello maggiormente visibile sia a luce
ambiente che con l'ausilio della lampada U.V., meeiit colore blu si € dimostrato quello che
presenta una lettura piu critica. E' interessaetmalare come la lettura dei contrassegni possa
avvenire, se ben applicati, in soggetti in cui pséere effettuata una blanda sedazione o addirittur
direttamente in vasca se la numerosita dei sogigettisaminare lo consente.

Ricerca finanziata dal Ministero della Salute naitibito della Ricerca Corrente 2012 (1ZS PLV 02/12.RC)
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VALUTAZIONE DELLA TOSSICITA DI GO E rGO SUGLI STADI LARVALI DI
ZEBRAFISH

Pecoraro R, Camiolo G', Marino F?, Di Caro G D’Angelo D3, Scalese &. Buccheri M.A% Brundo
M.V." & Privitera V3

! Dipartimento di Scienze Biologiche, Geologiche ebiemtali, Universita degli Studi di Catani&;Dipartimento di
Scienze Veterinarie, Universita degli Studi di Mess® CNR-IMM, Catania.

Il grafene e un forma allotropica del carbonio eqpghle ogni atomo si lega a tre atomi adiacenti per
formare una rete a nido d’ape dello spessore diingolo atomo, particolarita che lo rende a tutti
gli effetti un cristallo bidimensionale. La strutiuatomica a nido d’ape del reticolo cristallino gl
conferisce proprieta chimico-fisiche eccezionak ¢t rendono interessante in un gran numero di
potenziali applicazioni. E estremamente resisternigido, trasparente e flessibile; inoltre preaent
a temperatura ambiente, una conducibilita eletsigaeriore a qualunque altra sostanza.

Dal 2004 ad oggi, anno in cui & stato scopertotdhiesse scientifico per il grafene é andato
progressivamente aumentando, al punto che la CaémEanropea ha approvato diversi progetti di
ricerca al fine di sviluppare nuove tecnologie spdsitivi a base grafene.

Sebbene molteplici siano le potenzialita offerté’utdizzo di questo straordinario nanomateriale,
e riconosciuta una carenza di informazioni sui pzitdi rischi per I'ambiente e la salute umana.
Dato che la tossicita del grafene, in ambiente aticp rimane ancora poco chiara, scopo del
presente lavoro é stato quello di indagare gli ®wan effetti tossici esercitati sulle larve di
Zebrafish o Danio rerio, vertebrato acquatico ampiamente riconosciuto iBza#to come
organismo modello nei saggi di tossicita acquat®zondo il National Institute of Environmental
Health Sciences (NIEHS) e I'lstituto per I'ambieat8ostenibilita (IES).

Gli esemplari di Zebrafish sono stati ottenuti Gahtro di Ittiopatologia Sperimentale della Sicilia
(CISS), ubicato presso I'Universita degli StudiMessina. Sono stati allevati in acquari ove i
parametri chimici (temperatura, umidita, pH) eramantenuti costanti e fotoperiodo regolato. Lo
Zebra Embryo Toxicity Test (Z-FET) e stato effettugecondo le linee guida OECD (2006) e
prevede che le uova appena fecondate vengano esgitsstsostanza oggetto d’indagine per un
tempo massimo di 96 ore, durante le quali si eféeto fino a quattro osservazioni. Al termine del
periodo d’esposizione, vengono valutate le segumoridizioni: mancata formazione dei somiti,
coagulazione dell’embrione, assenza di battito iaacd e mancato sollevamento dal sacco del
tuorlo. Il verificarsi di una di queste condiziostiabilisce la morte dell’embrione. Gli embrioni
sono stati esposti a diverse concentrazioni (1042080, 160 mg/l) di Ossido di Grafene (GO) e
Ossido di Grafene ridotto attraverso riduzionengg80) a 2 e 4 ore per un tempo complessivo di
96 h. Poiché nessuna delle condizioni previste tdal si e verificata in quanto i campioni
risultavano sani, vitali e con elevata motilitaspamo affermare la non tossicita del grafenersia i
forma ossidata che ridotta, al contrario di quargcontrato da diversi AA per altri nanomateriali.
Come biomarker d'esposizione e stata utilizzatanéessigenasi (Abcam, 1:500), evidenziata
mediante microscopia confocale.
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CONTAMINAZIONE DA ALLUMINIO IN TROTE FARIO (SALMO TRUTTA)
ALLEVATE IN UN INCUBATOIO PRESSO IL TORRENTE MOGLIA NA, COMUNE DI
MEZZANEGO (GE)

Monaco G.*, Rizzi M.,Riva A., Righetti M., Stella C., Squadrone S., Galli S., Pastorino P., Tarasco R.,
Prearo M., Abete M.C.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale Piemonte, Wig e Valle d'Aosta, Torino

Il torrente Mogliana € un affluente di sinistra ieme Sturla, dove confluisce in localitd Borgonov
nel comune di Mezzanego (GE). Parte del territtxiparte dei confini del Parco naturale regionale
dell'Aveto, ai confini amministrativi tra i comudi Borzonasca e Mezzanego. Nel sito &€ presente
un piccolo incubatoio di valle gestito dalla citiéetropolitana di Genova (ex provincia), dove
vengono fatte schiudere trote far®a{mo trutty per ripopolamento delle acque interne limitrdfe.
seguito di un intorbidimento delle acque del taarhe alimentano 'incubatoio, si & constatatann
breve lasso di tempo la morte della totalita dggetti presenti nell'incubatoio, oltre che la madte
numerosi pesci a monte dello stesso. Gli enti diroio hanno effettuato un’indagine in prossimita
della zona dell’evento al fine di individuare laspibile sorgente che ha dato origine all’episodio
acuto. All'interno del corso d'acqua e stato rimverun fusto che, sulla base delle informazioni
riportate sull'etichetta, conteneva una sostani&zata come flocculante a base di allume. La
flocculazione & un processo chimico-fisico sfrattaei trattamenti di purificazione delle acque, per
eliminare particelle colloidali difficilmente sedamtabili o filtrabili. Le sostanze impiegate come
flocculanti sono svariate e tra queste il piu coenénil solfato di alluminio. Lo scopo di questa
segnalazione e la valutazione dei livelli di allamiriscontrati in pool di muscolo delle trotelline
fario dell'incubatoio e dei soggetti adulti rinvenmorti nel tratto del torrente controllato, per
confermarne la causa della mortalita. Sono statiizzati dieci campioni di muscolo di trote adulte
e due pool di muscolo di giovanili deceduti in de&gual presunto inquinamento. Dopo
omogeneizzazione e mineralizzazione in forno a aoicde (Ethos 1, Milestone Srl), previa
aggiunta di acido nitrico e perossido di idrogdtalluminio e stato analizzato mediante un plasma
ad accoppiamento induttivo interfacciato da unottspeetro di massa a singolo quadrupolo
(ICP-MS, Thermo-Fisher). L'elemento in esame eostdévato in tutti i campioni analizzati
(tabella 1). Le concentrazioni ottenute sono cosgitea un valore minimo di 0,19 mg/kg ad un
massimo di 40,7 mg/kg, tuttavia non esistono atteake limiti di legge per l'alluminio nei
prodotti ittici.
Tabella 1. Concentrazioni in mg/kg di alluminio eaimpioni analizzati.
TROTA FARIO

Tipologia campione Identificativo campione |Conc Al (mg/Kg) Mediana SDV Val. min Val. max
1,7
48
55
0,19
0,30
40,7
0,67
1,1
1,1
0,69
30,9
24

MUSCOLO TROTA ADULTA

1,4 13,49 0,19 40,7

Ple e
BlRIBlolo~Nolalsw -

POOL MUSCOLO AVANNOTTI

Le differenze di concentrazione riscontrabili neigooli esaminati, porta a pensare ad una diversa
distribuzione del contaminante nel volume d'acqbe ba investito le trote decedute e la sua
differente assunzione e distribuzione nei varirdititcorporei. L'effetto tossico mortale comunque
e stato quello di causare una flocculazione deliéee del muco a livello branchiale, causando
morte per asfissia.
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ANOMALIE SCHELETRICHE IN TROTE FARIO ( SALMO TRUTTA FARIO L.)
PROVENIENTI DALL’AREA ASPROMONTINA (CALABRIA, ITALI  A)

Di Caro G.", Marino F.}, Trombetta D? Macheda S, Brundo M.V?, Smeriglio A%, Reina V*, Macri F*

YUniversita degli Studi di Messina, Dipartimento 8tienze Veterinarie, Polo Universitario dell’Anniaia 98168
Messina;? Universita degli Studi di Messina, DipartimentoStiienze del Farmaco e dei Prodotti per la Salutéaggio
S.S. Annunziata 98168 Messifiadzienda Ospedaliera Bianchi-Melacrino Morelli, Reg@alabria; * Dip. di Scienze
Biologiche geologiche ed ambientali, Universita ld&gudi di Catania, Catania.

Al fine di effettuare valutazioni di natura istoplaigica, radiologica e tossicologica, 8 esemplari d
trota fario Galmo trutta farioL.) campionati presso I'area aspromontina calabeesaratterizzati
da evidenti deformita scheletriche coinvolgentitituttratti del rachide, sono stati inviati ai
laboratori specifici per le opportune analisi. lde® radiografico ha permesso di documentare le
gravi deformazioni dell'asse vertebrale, variamerdppresentate da cifosi, lordosi e scoliosi,
unitamente a forme miste. L'istopatologia ha ir@l#iiutato a chiarire le lesioni ossee mostrando
quadri displasici di grave entita. La deformita edekrica, dimostrata dalla irregolarita dell’asse
vertebrale rispetto al piano della sezione istaagha permesso di documentare solo alcuni corpi
vertebrali contigui per sezione e ha reso necasdlasezionamento seriato per valutare I'intera
colonna vertebrale. Non si sono riscontrate lesiairmmmatorie riferibili a cause biologiche e gli
esami microbiologici e parassitologici hanno daioenegativo. Gli esiti dell’esame tossicologico
hanno fornito nello specifico notizie in meritogdo di contaminazione da metalli pesanti, con
particolare riferimento a Cadmio e Zinco i cui vakono risultati pari a 0,2455 + 0,012 e 34,0733
+ 4,190 pg/g rispettivamente. Numerosi sono i dadeformita scheletriche riportati in letteratura,
ad eziologia batterica (mixobatteri in particolar@arassitaria (mixosporidi e microsporidi),
dietetico-carenziale, tossica, idiopatica e mutiifidale, nella cui patogenesi sono coinvolti
disordini genetici, squilibri ormonali e difetti diviluppo del sistema nervoso centrale. In
particolare la correlazione tra deformita scheteiie metalli pesanti risulta ben nota in lettesatu

e metalli come Zn, Cd e Pb sembrano i principalidodati quali contaminanti ambientali capaci di
interferire con il metabolismo del Ca e pertantpaza di evocare deformazioni del tessuto osseo.
Le suddette rilevazioni e le conseguenti considenaizscaturite dall’esame autoptico e dalle
indagini collaterali, che mostrano una stretta@anione tra le anomalie scheletriche riscontrate e
gli elevati livelli di Zn rinvenuti nei tessuti deltrote analizzate, rappresentano sicuramente un
dato da non trascurare, alla luce del ruolo dedilaitazione dello stato sanitario di specie ittiche
selvatiche nell'integrazione degli studi basatil'anhlisi chimica dei comparti abiotici (acqua e
sedimenti), di ecosistemi marini e continentaliJl'ottica dei programmi di biomonitoraggio
ambientale e nello specifico nella valutazione adajualita o del grado di contaminazione
dell'areale oggetto di studio, dell'estensione 'dedla contaminata e dei potenziali rischi per
'ecosistema. In virtu della notevole importanzalleleacque continentali che scorrono sulla
superficie terrestre (corsi d’acqua e laghi) inrgoaambienti ad elevata diversita biologica con un
ruolo ecologico fondamentale e maggiormente esposinterferenze antropiche, i dati emersi dal
presente studio costituiscono un importante camjmadé&llarme oltre che un input per analisi
supplementari volte a verificare la presenza diasz® pericolose non ricercate in precedenza nel
corpo idrico in questione e di eventuali effet8g@i cumulativi o sinergici a carico degli organis
acquatici.

33



022

DESCRIZIONE MORFOLOGICA DI UN EPISODIO DI ARTERITE BRANCHIALE IN
TROTA IRIDEA ( ONCORHYNCHUS MYKISS).

De Zan GY', Beraldo P, Sarti M3, Galeotti M?

1 Scuola di Specialita AIPSAC, Universita degli StddiUdine; 2 Sezione di Patologia Veterinaria, Dipartimento di
Scienze degli Alimenti, Universita degli Studi diite; ® Skretting Italia S.p.A.

Un episodio di moderata mortalita (10-15%) si vedfa Novembre 2012, dopo un fenomeno di
pioggia intensa, nei soggetti giovanili di un addevento di trota irideadncorhynchus mykisslel
Nord-Est che utilizza acqua di fiume.

Sei soggetti sintomatici furono prelevati dallegtig e sottoposti ad eutanasia.

L’esame necroscopico evidenzid, in cinque di e$asi,presenza di caratteristiche lesioni
irregolarmente nodulari (2-7 mm in diametro), bruinesastre, rilevate, delimitate, singole o
multiple ed adiacenti, distribuite sugli archi becarali alla base delle lamelle, con occasionale
pattern bilaterale. Simili lesioni, di aspetto remo-emorragico, furono precedentemente riportate
dagli autori durante un analogo episodio del 2@gtgldoet al, 2008, Atti del Convegno SIPI).

I campioni selezionati furono quindi fissati in fiealdeide tamponata al 4% entro due ore dalla
morte ed inclusi in paraffina. Su sezioni di 4 pumoho eseguiti la colorazione in ematossilina-
eosina come di routine e ulteriori approfondiméstbchimici.

Microscopicamente, le lesioni presentano una Oistibne apparentemente specifica con
localizzazione lungo il decorso delle arterie braali, in particolare I'arteria branchiale affererd
sue successive diramazioni.

Gli aspetti istopatologici osservati comprendon@ wpettro di lesioni vascolari polifasiche e di
gravita variabile quali: rigonfiamento e degenavaginecrosi endoteliale, deposizione multifocale
di fibrina, ispessimento della tonaca media, atfierse della lamina elastica interna o delle fibre
elastiche, grave arterite con necrosi fibrinoideoenbosi fino alla completa alterazione del profilo
e della stratigrafia della parete vascolare e riglathento della stessa con grave flogosi cronica
mista multifocalmente, estesa anche ai tessutigpigii In associazione, sono presenti aneurismi,
trombosi ed emorragie dei capillari lamellari e vgraeazione epiteliale a carico delle lamelle
branchiali e della camera esofagea. In due soggiettsservano, in aggiunta, epicardite cronica
mista e miocardite ed endocardite con aree di sBedbmcasionalmente, questi aspetti si estendono
per continuita anche a carico dell’aorta ventraleled bulbo arterioso. In altri due soggetti,
multifocalmente a carico delle arteriole del rengegore, € inoltre presente proliferazione
papillare della tonaca intima.

In aggiunta, tre soggetti presentano stadi di ppitudi Tetracapsuloides bryosalmonédyxozoa,
Malacosporea) identificati, su base morfologicdl’amabito di focolai di miosite cronica a carico
della muscolatura della testa, meningoencefalitaica e grave iperplasia branchiale focale di tipo
epiteliale e stromale. L'identificazione in sedestniare € stata inoltre confermata tramite analisi
immunoistochimica con anticorpo monoclonale dntiryosalmonagAquatic Diagnostic Ltd).

Il caso presentato descrive una peculiare arteraachiale, in assenza di una specifica o0 accertata
causa apparente, associata ad un’insolita fornmiensisa di malattia proliferativa renale cronica.
Riguardo gli aspetti vascolari, vengono discusserad ipotesi eziologiche comparative di natura
infettiva, tossica ed idiopatica.
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STUDIO IMMUNOISTOCHIMICO SU DI UN ANGIOLEIOMIOMA IN  GRONGO
(CONGER CONGER)

Marino FY', Licata L% Albano M?, Palombieri D', Briguglio G, leni A2

Dip. di Scienze Veterinarie, Polo Universitario &hnunziata, 98168 Messina? Dip. di Patologia Umana
"G. Barresi”, AOU "Policlinico G. Martino", 9812klessina

Un esemplare di grongo selvatico veniva catturatormlpescatore subacqueo nella zona costiera di
Augusta (SR). Il teleosteo era un maschio adult@rda 1,30 m di lunghezza e del peso di 6,5 kg.
Gia ad una prima osservazione si documentava sizmiemultipla produttiva ulcerosa, localizzata
nelle porzioni dorso-laterali del corpo, dietrodarcolo branchiale e al di sotto della pinna dersal
la massa principale aveva aspetto sessile, ulgesatguinolento ed era circondata da numerose
neoformazioni piu piccole originatesi in continu@@n la principale o isolate, ma sempre tendenti
all'ulcerazione. Il teleosteo veniva trasmesso d@lezione di Patologia del Dip. di Scienze
Veterinarie dell’'Universita di Messina per accergatn diagnostici. L'istologia ha permesso di
chiarire la natura della neoformazione. La massaaea dal derma e si accresceva invadendo
perifericamente i tessuti viciniori. A forte ingidimento si € documentata la presenza di cellule
fusate, con nucleo ovoidale, raramente nucleotdte,assumevano un pattern, a fasci paralleli o
storiformi, spesso circondanti strutture vascolalli. tessuto neoplastico era riccamente
vascolarizzato e non si documentavano mitosi. depnide sovrastante appariva ulcerata. La
colorazione istochimica con Tricromica di Massonclhasentito di apprezzare solo una modesta
gquota connettivale a localizzazione perivasalsets depositi di glicogeno con PAS-reazione. Lo
studio immunoistochimico ha dimostrato una poiéicitoplasmatica per actina muscolo liscio,
D2-40 e CD 34. Frazione di crescita indagata coB-Mk 1%. Negative le immunoreazioni per
CK a largo spettro, CK 5/6, CK8, CK18, EMA, desmimaioglobina, S-100, CD 20, CD 68,
GFAP, NSE. Gli aspetti anatomoistopatologici e imistochimici supportavano la diagnosi di
angioleiomioma, un tumore benigno della componentescolare dei vasi. L'interesse della
segnalazione risiede nel fatto che tale neoplasia nisulta segnalata nei pesci. L'approccio
immunoistochimico ha permesso di caratterizzare ctascita neoplastica permettendo la
differenziazione da altri tumori vascolari e daiFI$, spesso difficile sul solo piano istologico.
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ASPETTI DIAGNOSTICI COMPARATIVI IN QUATTRO LESIONI EPIDERMICHE
SIMILARI DEL CARASSIO

Marino FY', leni A2, Sarao M, Lanteri G}, Malandra R, Corti 1%, Macri B!

! Dip. di Scienze Veterinarie, Universita degli StaiiMessina, Polo Universitario dell’Annunziata %8l Messina;
2Dip. di Patologia Umana "G. Barresi", AOU "Policico G. Martino", 98125 MessindMercato ittico di Milano, ASL
di Milano, via Molise 20, 20137MilandLibero professionista, 20137Milano.

Le varie specie di Carassio sono state per anréttggi segnalazioni di patologie neoplastiche e
non coinvolgenti la pelle, i cui quadri istopatdidgion sempre sono di chiara interpretazione. In
questo lavoro, vengono prese in considerazionetrquigsioni epidermiche con analogo aspetto
macroscopico, ma differente aspetto istologicoadl@gia. Il primo caso riguardava un esemplare
di Carassius auratugproveniente da una vasca di un giardino pubblicgoggetto presentava
alcune neoformazioni sul dorso e sul fianco di disieni variabili da 0.3 a 3 cm, biancastre, di
consistenza molle, cedevole. L’aspetto istologiciirmmunoistochimica (S-100 e calretinina)
deponevano per una diagnosi di Schwannoma. Un dseargiCarassius carassiugniva isolato
da uno stock commerciale al mercato ittico di Milgoroveniente dal lago Trasimeno, per la
presenza di una massa deformante il profilo ladedal corpo. La massa era di dimensioni 2 x 1 x
0,5 cm, di colorito grigiastro e consistenza sollatessuto neoplastico veniva sezionato e
processato per I'esame istologico e immunoistodumil tessuto patologico appariva di natura
nervosa, con aspetto lobulare, e ricca presencelldie fusate disposti a fasci paralleli e a \obrti
La conservazione del campione non ha permessadéer@zazione immunoistochimica, sebbene
'aspetto istologico permetteva di concludere pera udiagnosi di PNST, verosimilmente
schwannoma. Un altro soggetto, sempreuratus proveniente da un acquario privato presentava
una massa, biancastra, suddivisa in due accrestitvitrierali simmetrici alla base della pinna
dorsale. La consistenza era molle, elastica. Aleziome della neoformazione gemeva
spontaneamente un liquido mucoide biancastro stadtge. L'esame citologico di detto materiale
permetteva di documentare numerosi mixosporidribiie al genereMyxobolus Infine, unC.
auratus proveniente dalla vasca ornamentale ubicata prnessalbergo di Gaeta (LT), presentava
una grossa massa localizzata nelle aree laterdddedka testa. All'esame istologico la massa
appariva caratterizzata da una proliferazione tiuleeepiteliali, che assumevano una disposizione
lobulare, delimitata da un sottile stroma. Nell'atobdella massa si repertavano nidi di
replicazione cellulare con atteggiamento centrifl@aumerose cellule mucipare disposte in
maniera seriale o a vortice nelle porzioni piu prafe del tumore. L'immunoistochimica
dimostrava una forte e diffusa positivita nei confi della pan-citocheratina che permetteva di
concludere per una diagnosi di papilloma muco-epidée. Il presente contributo mira a fornire i
quadri patologici utili per differenziare le sudiggpatologie sottolineando I'importanza degli esami
collaterali, istologia, citologia e immunoistochoai per la diagnosi differenziale. | PNSTs e la
mixosporidiosi sono patologie frequenti nei pesssi. La neoplasia d€l. carassiusappare a
nostro awviso inquadrabile nei PNSTs, molto freguesi pesci rossi, ma reperto insolito in questa
specie. Il reperto di papilloma muco-epidermoideCinauratuscostituisce un evento insolito in
Italia, ma di contro risulta una patologia moltdfusa negli ibridi in estremo oriente di solito
associato ad uHerpesvirus
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CLASSIFICAZIONE ISTOLOGICA DI NEOPLASIE GONADICHE I N CARPE KOI
(CYPRINUS CARPIO) PROVENIENTI DAL BELGIO E DALL'ITALIA

Sirri RY, Mandrioli L2, Barbé T?

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Almatéd Studiorum Universita di Bologna, Ozzano Em{&O):
2yeterinario libero professionista, Lennik (VlaamsBant), Belgium

Otto carpe ko(Cyprinus carpio) 5 femmine e 3 maschi, sono state oggetto di indagjinica da
parte del veterinario specialista per la compaisandevidente rigonfiamento addominale. Gl
animali sono stati soppressi 0 sono deceduti speataente a causa del peggioramento della
condizione generale. L'’esame necroscopico conduftcessivamente ha evidenziato la presenza
di neoformazioni celomatiche in tutti i soggettor® state quindi campionate porzioni di tessuto,
fissate in formalina tamponata al 10% e sottopadtmdagine istologica di routine.
Macroscopicamente le neoformazioni si presentavamdtilobulate, bianco-giallastre con
spruzzature emorragiche multifocali, spesso diistersza soffice e caratterizzate dalla presenza di
cisti multiple contenenti un’abbondante quantitdigliido trasparente giallo, oppure compatte e di
consistenza soda. Le neoformazioni coinvolgevaaquientemente fegato ed intestino e talvolta
era possibile riconoscere alcuni residui di pareénalgonadico normale.

All'istologia si osservava in tutti i casi una néagia densamente cellulare, non demarcata, non
capsulata e a crescita infiltrante. Le cellule hestcthe mostravano differeratternsdi crescita:
cinque neoplasie erano composte da una mescolanzalldle germinali e gonado-stromali
organizzate in lobuli e in fasci, separate da spgets fibro-connettivali. Le cellule germinaliaro
rotonde o poligonali, con limiti citoplasmatici iistinti, un abbondante citoplasma eosinofilo
debolmente granulare, un nucleo rotondo centrateigeoli non ben evidenti. La componente
gonado-stromalesgéx cordl era costituita da cellule fusate con limiti cidhuindistinti, uno scarso
citoplasma eosinofilo frequentemente vacuolizzato,nucleo fusato e nucleoli multipli di color
magenta. L’indice mitotico era di 4-5 mitosi penqga a forte ingrandimento (400x). La diagnosi
in questa casi e statardixed germ cell sex cord-stromal tumor

Una neoplasia delle otto era costituita da celhdigonali disposte in trabecole e cordoni sorretti
da abbondanti setti fibrosi. Le cellule avevanoitiincitoplasmatici distinti, una quantita di
citoplasma eosinofilo da scarsa a moderata, ureauokondo centrale e nucleoli singoli o multipli.
L’indice mitotico era di 3 per campo a forte ingdanento (400x). La diagnosi istologica € stata di
carcinoma ovarico.

L'ultima neoplasia era costituita da foglietti dillcle poligonali sorrette da un sottile stromadib
vascolare, con limiti citoplasmatici netti, unaseaquantita di citoplasma granulare eosinofilo, un
evidente nucleo centrale, rotondo ed ipocromatétare nucleolo singolo. L'indice mitotico era di

< 1 per campo a forte ingrandimento (400x). La i@ istologica formulata € stata di seminoma.
La presenza in alcuni casi di spermatidi residwoaiti previtellogenici frammisti alle cellule
neoplastiche hanno consentito di confermare I'nagjonadica di queste neoplasie; erano inoltre
presenti vaste aree multifocali di necrosi collidea

La classificazione delle neoplasie gonadiche netipe soprattutto nelle carpe koi non € ancora
stata definita e i riferimenti bibliografici in m&y sono rari; recentemente alcuni autori svizzeri
hanno pubblicato una rassegna di carattere epittegigo ma priva di contributo
anatomopatologico sulla prevalenza di queste nsigpla carpe koi (Ott Knliselt al, 2015). La
classificazione istologica attuale si basa su quedterinaria dell’organizzazione mondiale della
sanita (WHO).

Ott Knusel F., Doherr M.G., Kniisel R., Wahli T. &Buidt-Posthaus H. (2015). Risk factors for developimef
internal neoplasms in koi cafyprinus carpidkoi. Dis. Aquat. Org.114: 199-207.
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MONITORAGGIO SANITARIO IN TROTICOLTURE DELLA REGION E PIEMONTE

Pastorino P* Demichelis A?, Mugetti D?, Scanzio T, Burioli E.A.V.}, Arsieni P!, Righetti M,
Foglini C1, Menconi V2, Prearo M

1stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritigyuria e Valle d’Aosta, Laboratorio Specialisticd Ittiopatologia -
Torino; 2Universita degli Studi di Torino, Dipartimento dii8nze Veterinarie - Grugliasco (TO).

Nelllambito dell’acquacoltura italiana, la trotitota € la tipologia d’'allevamento piu diffusa. Le
diverse caratteristiche strutturali e manageriagld allevamenti influenzano notevolmente la
comparsa delle patologiee malattie batteriche e virali rappresentano lengrcausa di mortalita
all'interno delle troticolture, determinando inferi a livello cutaneo, branchiale e sistemico; sono
in grado di causare danni nelle diverse fasi divalinento della trota, in particolare in quelle di
svezzamento, accrescimento e finissaggio. Trancimali agenti eziologici sono da annoverare i
virus responsabili della Setticemia Emorragica Mi(SEV), della Necrosi Ematopoietica Infettiva
(NEI) e della Necrosi Pancreatica Infettiva, nongéhBatteri responsabili di alcune patologie
endemiche negli allevamenti italiani quali, BoccaosBa, Foruncolosi, Flavobatteriosi e
Lattococcosi. Tra le malattie trasmissibili ad ézgia non infettiva, I'lctiobodosi (o Costiasi),
I'lctioftiriasi, la Girodattilosi, la Missoboliasterebrale, la Malattia Proliferativa Renale (o PKD)
la Saprolegniosi rappresentano le principali miglatarassitarie responsabili di problematiche piu
0 meno gravi all'interno degli allevamenti di troteo scopo di questo lavoro consiste nel fornire
indicazioni sullo stato sanitario di alcune aziepémontesi che allevano Salmonidi, attraverso un
monitoraggio basato sulla ricerca di malattie bithe e parassitarie. Il monitoraggio, eseguito nei
mesi tra aprile e luglio 2015 in 11 allevamentia@&egione Piemonte, ha interessato 163 individui
sintomatici di trota iridead@ncorhynchus mykigstrota fario Galmo trutta truttq e salmerino di
fonte Galvelinus fontinalis)Su tutti gli esemplari € stato eseguito un esaar@ssitologico a
fresco (cute e branchie) seguito da un esame apptiniogico e batteriologico eseguito
utilizzando terreni di primo isolamento (Agar SaeguTutte le colonie cresciute sono state
selezionate, clonate in terreni selettivi e classié mediante prove fenotipiche e biochimiche
utilizzando le gallerie API (bioMerieux). Inoltreper ogni isolato e stato eseguito un
antibiogramma su Muiller-Hinton, utilizzando il ssta per diffusione (metodo di Kirby-Bauer),
testando un panel predefinito di molecole antiblati L’esame colturale e risultato positivo su 131
individui (80%) mentre i restanti 32 (20%) non hargvidenziato alcuna crescita batterica. Le
specie batteriche maggiormente isolate sono gtatemonas hydrophilg50 individui, pari al
38%), Lactococcus garviea29%), A. salmonicida(13%), Yersinia ruckeri(13%), Pseudomonas
fluoresceng(5%), A sobria (2%). L'esame parassitologico, positivo in 47 sijg(28,8%), ha
evidenziato la presenza di Girodattilosi (20 esemlari al 42,5%), Malattia Proliferativa Renale
(30%), Saprolegniosi (23%) e Ictioftiriasi (5%).alfe patologie batteriche, l'infezione da
hydrophilaé quella che costituisce il maggior problema saitit La malattia insorge quando le
scadenti condizioni ambientali e i fattori stregsdiminuiscono la risposta immunitaria del pesce,
facendo si che questi batteri acquisiscano potategpno. Per quanto riguarda le malattie
parassitarie, la Girodattilosi & quella maggiorreengcontrata in questo monitoraggio, anche se la
Malattia Proliferativa Renale é risultata ben pnéseon prevalenza elevata in allevamenti lungo il
Ticino, limite occidentale storico dell’areale @efparassitosi. Differenti sono le strategie messe i
atto per controllare e combattere I'insorgenzaedpltologie batteriche, inclusi il miglioramento
delle buone pratiche di allevamento, I'utilizzo \iccini, immunostimolanti non specifici e di
antibiotici. Spesso perd la gestione sanitaria idgtgvamenti si scontra con alcune limitazioni
normative che riducono le possibilita di intervemta parte degli allevatori e dei veterinari. Il
quadro sanitario che si & prospettato durante guashitoraggio eseguito in un breve lasso di
tempo non rappresenta sicuramente la reale situezelle troticolture in Piemonte, ma permette
una valutazione globale, seppur semplicisticapdstto di salute dei Salmonidi in Piemonte, dove
le patologie riscontrabili sono fortemente correlalle specie di salmonidi allevati e alle
condizioni ambientali non sempre idonee.
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OSTRICHE CONCAVE CRASSOSTREA GIGAS DURANTE UN EVENTO DI
MORTALITA NELLA LAGUNA DI SAN TEODORO (OT)
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! |stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritiguria e Valle d'Aosta, Laboratorio Specialistidolttiopatologia -
Torino; ?Laboratoire LABEO Frank Duncombe - Caen, Franc?é(;:ompagnia Ostricola Mediterranea - San Teodoro
(OT); * Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, AlMater Studiorum Universita di Bologna, Ozzano Emnili
(BO).

Come molte lagune italiane, lo stagno di San Temdsituato in Sardegna settentrionale, presenta
condizioni ambientali particolarmente propizie aielluschicoltura. A circa 10 anni dall'inizio
della sua attivita, la Compagnia Ostricola Medaaga vi produce oggi circa 30 tonnellate annue
di ostriche concave;rassostrea gigad.a riduzione della durata del ciclo produttivo adanno e
mezzo, rispetto alla media di tre anni nei sitidutbivi in Francia e l'ottenimento di un prodotto d
alta qualita, garantiscono la buona redditivitanecoica di questa attivita che rappresenta una
valida alternativa alla produzione di mitili e vante.

Tuttavia, dal 2012, il ripetersi di eventi di mditia a San Teodoro, in esemplari di taglia
commerciale, provoca danni ingenti alla produziadell'autunno 2014 le prime mortalita sono
sopraggiunte a fine settembre, protraendosi fifimialo del 2015, per ripresentarsi nuovamente
tra marzo e maggio, generando una perdita totai@adi il 40% del prodotto commerciabile.
Durante il mese di dicembre 2014, 15 ostriche siattiche (con rallentata reattivita del muscolo
adduttore) e 15 ostriche asintomatiche, prelevati® dtesso lotto, sono state analizzate a scopo
diagnostico. L'esame anatomopatologico ha riledatte lesioni necrotiche di tipo colliquativo a
carico del muscolo e noduli multifocali, di colog@llastro nel mantello. Le impronte colorate,
eseguite a partire dai tessuti lesionati, hanndeswiato la presenza di batteri filamentosi Gram
negativi. Durante il successivo esame istologicoosstate evidenziate delle aree necrotiche e
linvasione del tessuto muscolare da parte dell@mpomente batterica filamentosa. L'esame
virologico, realizzato tramite rtPCR, ha esclugoplicazione delDstreid Herpesvirugipo 1 in
gquesta sintomatologia. Al contrario, sia I'esamiéebialogico colturale, condotto a partire da un
prelievo di emolinfa, che I''tqgPCR, realizzata stratti ottenuti da un pool di tessuto branchiale,
muscolare, cardiaco e mantellare, hanno rivelat@lewata carica diVibrio aestuarianus
raggiungendo 1 x faunita genomiche/50 mg. Contemporaneamente, dafiesolturale, & stata
evidenziata la cospicua presenza, in tutti i camipidi colonie gialle ed iridescenti. Osservati al
microscopio, i batteri sono risultati morfologicame riconducibili alla famiglia delle
Flavobacteriaceae. | test biochimici, realizzaginite gallerie APl 20 NE, hanno identificato il
germe comeéChryseobacteriunsp. Il sequenziamento del gene 16S rRNA ha rigalatvalore di
similitudine delle sequenze superiore al 98% cgeilereTenacibaculum

Nonostante il probabile coinvolgimento W#fibrio aestuarianuscome agente primario della
malattia, il ritrovamento sistematico del flavoleai, a livello emolinfatico ed in sede lesionale,
indirizza ad approfondire le indagini sulla suagpaiale patogenicita e a procedere alla sua esatta
identificazione.
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ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIOPHAGES AC TIVE AGAINST
YERSINIA RUCKERI

Marozzi S, Di Giamberardino E, Migliore G*, Colonna S, Sittinieri S, Cardeti G, Bossul T

listituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio elld Toscana, M. Aleandri, Via Appia Nuova 1411 47® Roma,
Italy

Bacteriophages are viruses of bacteria and arcfideainfection by a lytic phage results in the
lysis of the bacterial cell and release of a neagghprogeny.

This work was carried out in order to isolate baofhages active again¥tersinia rucker;j the
causative agent of enteric redmouth disease (ERMg samples of water were taken from three
raceways in wich troutSalmo trutta and carp Cyprinus carpi9p were being cultured. Samples
were filtered with 0,22 p filter and then inoculhitén double-strength Luria Bertani Broth
containing 2 mM CaGlwith an overnight culture o¥ersinia ruckeristrain isolated from fish
(Cyprinus carpi9. Subsequently, the supernatant of each samplsplaaed into two test tubes.
One of this was additionated with chloroform (1:186d stored at 4° C while the second was used
to test the phage activity againétrsinia ruckeriwith two spot test methods using Luria Bertani
agar, Luria Bertani soft agar and Luria BertanitBroontaining 10 mM CaGl Two samples were
positive and therefore the supernatants with cfdono (1:100) were tested to determinate the
infectious phage particles using the Double Agaety Plaque Assay. Plates were incubated at
30°C for 24 h. Subsequently 4 phages were purifiecemoving a well isolated plaque and plating
it using the Double Agar Overlay Plague Assay.rieo to ensure a single phage-strain population
the purification procedure were repeated for thimes. The phages were then characterized using
negative staining transmission electron microsq@i). Finally their effectiveness against 5 other
strains ofYersinia ruckeriand 5 strains of ersinia enterocoliticavas tested

Bacteriophages active againséersinia ruckeriwere detected in two of the five tested samples
(40%). The numbers of the infectious phage pastialere respectively 2,4 x A0FP/ml and 2,0 x
10" UFP/ml. The 4 purified plaque showed the same tmggy and were characterized by EM as
tailed phages belonging to the or@audoviralesfamily Podoviridae

At least all the phages were effective againstrairs of Yersinia enterocoliticand 2 strains of

Y ersinia ruckeri Other tests will be performed to evaluate thd harsge and stability of phages.
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GLI AEROMONAS MOBILI COME PRINCIPALE CAUSA DI MORTALITA'
BATTERICA NEI PESCI ORNAMENTALI D'IMPORTAZIONE

Righetti M1, Barisone S, Scanzio T, Menconi V., Pastorino B, Foglini C1, Amato G, De Vita V2,
Prearo M

l1stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritiguria e Valle d’Aosta, Laboratorio Specialistidd Ittiopatologia -
Torino; 2Universita degli Studi di Torino, Dipartimento dti8nze Veterinarie - Grugliasco (TOY;a Casetta in Canada
- Settimo Torinese (TO).

Lo stato di salute dei pesci ornamentali condizionanodo pesante la redditivita delle serre di
stabulazione; I'acquisto di materiale ittico da gia@xtracomunitari in cui le condizioni igienico-
sanitarie delle vasche di stabulazione non sempadisfano i requisiti minimi gestionali e del
benessere animale e che effettuano trattamentteisati per cercare di arginare le loro
problematiche, associato alle inevitabili condizial trasporto via aerea, portano sul nostro
mercato dei pesci in condizioni critiche; lo statiostress che ne consegue, pud fa esplodere
patologie gia presenti nella partita di pesci intgtdr provocando episodi di mortalita acuta, ma
spesso determina un decadimento delle difese atyawiegli individui, che causa l'insorgenza di
patologie a carattere secondario, dovute a gerngjuithri con episodi di mortalitd sub-acuta,
difficilmente controllabili con terapia antibiotic&i innescano pertanto delle perdite che possono
essere controllate solamente con l'ausilio di byaag¢iche gestionali e di allevamento associate ad
una terapia di supporto. Tra i germi ubiquitari deindo acquatico, senza alcun dubbio i batteri
appartenenti al gruppo degheromonasmobili sono i maggiori artefici di questa probleinat
molto difficile da risolvere. Molto spesso questtteri, che fanno parte della normale flora
intestinale dei pesci e che si trovano comunemeaiiiambiente acquatico, possono acquisire un
potere patogeno diretto, generando delle mortdiitgpo acuto o sub-acuto, dove avviene una vera
e propria setticemia con propagazione del germattiaitdistretti del corpo. Essendo patologie
condizionate, per attuare in modo tempestivo uregaata terapia, bisogna effettuare un’analisi
delle eventuali cause predisponenti, eliminandatedulandole, per poi intervenire eventualmente
con la terapia antibiotica mirata. Lo scopo debkpree lavoro e quello di valutare lo stato saritari
di pesci ornamentali importati durante il 2015 de $erra importatrice della provincia di Torino,
in cui si fa particolare attenzione all'acquista gesci ornamentali e alle condizioni di trasporto,
andando a valutare il rischio di infezioni causddéegermi opportunisti. Nel periodo considerato
sono stati analizzati 200 esemplari di pesci ormaale appartenenti a 49 specie differenti: le
specie maggiormente campionate sono state pesse (0arassius auratyscon 27 esemplari,
platy Xiphophorus maculatyscon 24 esemplari e guppidecilia reticulatd con 23 esemplari;
tutti i pesci analizzati provenivano da partite doi si evidenziavano delle problematiche di
sofferenza, anche senza avere episodi di mortatiticlamata. Tutti i soggetti sono giunti in
laboratorio vivi, contenuti in appositi sacchetbncacqua adeguatamente condizionata. Sono stati
soppressi mediante anestesia profonda con MS-2R2assiva spinalizzazione. Tutti i pesci sono
stati osservati accuratamente per evidenziareriesgierne o agli organi interni e su ogni soggetto
si é operata una semina dal rene e dal cerdiglittamente su terreni di primo isolamento (Agar
sangue). Le colonie eventualmente cresciute dopf22dre di incubazione a 22+2°C, sono state
clonate ed identificate mediante prove fenotipiehkiochimiche (APl System, bioMérieux). Dei
200 soggetti analizzati, 64 non hanno evidenziasitpita al’esame colturale (32%), mentre in 12
esemplari non é stato possibile arrivare ad unssifieazione certa degli isolati (6%). Le specie
batteriche piu frequentemente ritrovate sono siat®monas sobrig26,5% ) compresi 6 episodi

di coinfezione eA. hydrophila (13%), seguite daPseudomonasspp. (7%), Plesiomonas
shigelloides(6%) e Shewanella putrefaciend,5%). Anche con questo ulteriore monitoraggio, Si
evidenzia come glAeromonasmobili siano una delle cause principali di soffer@ nei pesci
ornamentali, con una percentuale di soggetti aajpiasi del 40%. Le buone pratiche di trasporto e
di allevamento, assieme ad una oculata seleziondéodetori possono determinare o meno |l
successo di tale attivita, favorendo I'immissionkersercato hobbistico di pesci piu sani.
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HAEMOAGGLUTINATION, HAEMOLYTIC AND CYTOTOXIC ACTIVI TY OF
AEROMONAS VERONII BIOVAR SOBRIA
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! stituto Zooprofilattico Sperimentale del Lazio elld Toscana, M. Aleandri, 1411, Via Appia Nuova 114100178
Roma, Italy

Five strains ofAeromonas veronibiovar sobriaisolated from clinical cases of fish disease, were
examined for cytotoxic, haemoagglutination and hagtic activity. The haemolytic activity was
performed on culturedheromonas veronistrains onto solid blood agar medium. Cytotoxiafy
the isolates was tested on confluent monolayethefish cell line EPC (epithelioma papulosum
cyprini) grown in 24-well tissue culture platesaall culture medium EMEM supplemented with
10% fetal bovine serum, 1% (wt/vol) L-glutamine, 1%6t/vol) antibiotic-antimycotic solution.
Aeromonas veronibiovar sobriastrains were incubated in Brain Heart Infusion Br@BHI) at
37°C for 24 h and then centrifugated at 3000 rpmifbminutes at 22°C and the serial dilutions of
the supernatants were performed. The EPC monolayers than exposed to 100 ul of these
dilutions for 6 h at 22°C. The cytotoxic activityaemeasured as rounding up, detachment, and loss
of viability of the cells, as seen under a lightroscope within 6 hours.

Haemoagglutination (HA) tests were performed eitheplass slides and on microtiter plates. The
microtiter plates test was performed at room tewrmpee, placing 20 ul oferomonas veronii
biovar sobria culture in BHI washed twice in PB&dBphate Buffer Saline), into the well of the
first row. Subsequently 20 pl of PBS were addedllithe wells of the microplate. Doubled serial
dilutions (1:2) were done. Finally 40 pl of a 3¥l{vol) suspension of erythrocytes from sheep,
rabbit, chicken, fish@ncorhynchus mykisgn PBS, were placed in each well. A stereomicopsc
was used to determine the HA titers.

The HA test on glass slides were performed by rgixdnloopful of bacteria with a 3% (vol/vol)
suspension of erythrocytes from sheep, rabbit,kelmic fish Oncorhynchus mykissn PBS, on
glass slides. Strains were considered HA-negattiagglutination did not occur within 5 min.

All the strains were able to haemoagglutinate fidtnod Oncorhynchus mykissut only one
isolate caused HA of sheep (titer 1:8), rabbite(tit:4) and chicken (titer 1:2) blood. The
haemolytic activity performed onto blood agar wasue lysis of red blood cell (haemolysis).
Four of the five strains had cytotoxic activity BRC cells.

Our results suggest tha. veroniibiovar sobria may be an underestimated causatieetag fish
pathology.
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APPROCCIO POLIFASICO ALL'IDENTIFICAZIONE DI VIBRIO HARVEYI:
FENOTIPICO, GENETICO E PROTEOMICO

Pretto T*3, Pascoletti 8, Zambon M, Manfrin A, Florio D3, Fioravanti M.L3

1 |stituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezi€entro Specialistico Ittico — Adria (RO)]ZS delle Venezie —
sezione di Treviso (TVJDip. Scienze Mediche Veterinarie - Universita didma, Ozzano dell’Emilia (BO).

Vibrio harveyié una specie patogena emergente per 'acquacoftaraa a livello globale, nelle
specie ittiche e nei gamberi peneidiOitentrarchus labraxV. harveyié stato isolato in episodi di
mortalita durante le fasi di ingrasso (40-160 ¢1).ceppi identificati biochimicamente corive
harveyi, appartenenti alla ceppoteca dell’'Universita di Bola e del CSI (1ZSVe), isolati in
branzino a partire dal 2008 da 12 impianti di al®ento italiani (gabbie a mare e vasche a terra),
sono stati sottoposti ad analisi comparative f@ndie, genetiche e del profilo proteico. La
capacita discriminante dei vari metodi é statatetduraffrontando questi ceppi di campo con ceppi
di referenza dV. harveyie di Vibrionaceae filogeneticamente associateadecHarveyi qualVv.
rotiferianus V. owensii V. campbelli V. alginolyticus V. parahaemolyticus, V. natriegeng.
mytili. Sono state inoltre comparate specie causa dilogéoin branzino Photobacterium
damselaessp piscicidg P. damselaessp.damselagV. anguillarum V. ordalii, V. scophthalmie
specie isolate in ambiente marino con carattenstienotipiche simili . vulnificus V. gigantis

V. xui). | ceppi rivitalizzati sono stati valutati a 25%n prove biochimiche in macrometodo,
prove in  micrometodo con inoculo al 2% NaCl (ARIE2 bioMérieux) e crescita su terreni
differenziali e selettivi (TCBS, CHROMAgar™ VibriddacConkey). L'analisi molecolare & stata
condotta mediante il sequenziamento e I'analisghetica del gene uridina monofosfato chinasi
(PyrH) e l'amplificazione mediante PCR-end poinéap-specifica (gene toxR). La metodica in
spettrometria di massa MALDI-TOF ha analizzato raath il MALDI Biotyper Microflex LT con
software Maldi Biotyper 3.0 (BrukerDaltonics), brtenuto proteico ribosomiale di colonie di 24
h. Gli spettri MSP ottenuti dai ceppi in esame sstabi comparati con il database BrukerDaltonics
implementato con cepplibrio spp. di referenza standardizzati (93 ceppi) imguarivo di queste
specie. | risultati dei dati fenotipici (28 parametelaborati statisticamente applicando il
coefficiente di Gower hanno permesso una clusi&zipne efficace (40 ceppi su 41 analizzati) dei
ceppi di campo con i du¥. harveyidi referenza. Sono risultate discriminanti le prdane
micrometodo di arginina deidrolasi (ADH), lisinacdebossilasi (LDC), ornitina decarbossilasi
(ODC), e del citrato (CIT) associate alla coloragali CHROMAgar™ Vibrio a 48 h e TCBS.
L'analisi molecolare delle sequenze del gene PyaiHbérmesso una clusterizzazione coerente dei
ceppi di campo e di referenza con le sequenzetiard¢ura. L'analisi del gene toxR specie-
specifico ha prodotto un amplificato di 380 bp annente nei ceppi df. harveyidi campo e di
referenza L’'esito MALDI-TOF ha rispecchiato I'aseegione di specie ottenuta dal genotipo. 40
ceppi di campo sono stati assegnati con | e |l imedth aVv. harveyi(score > 2,3); un solo ceppo
di campo ha presentato best match (score 2,25)catiabolicuse Il match (score 2,24) con
V. harveyi Le analisi sin qui condotte hanno evidenziato ottimha concordanza
nell'identificazione di ceppi dV. harveyi Le prove fenotipiche sono state complessivamante
grado di discriminar®/. harveyidai congeneri, tuttavia dai dati in bibliografiarisicontra una certa
variabilita nei risultati biochimici per le proviéenute discriminanti. L’analisi del gene toxR tisu
piu rapida del sequenziamento del gene PyrH. Ltileazione mediante MALDI-TOF appare
economica, rapida ed efficiente grazie allimpletagione preliminare del database
BrukerDaltonics.
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EPISODIO DI MICOBATTERIOSI DIFFUSIVA E GENERALIZZAT A IN BRANZINI
(DICENTRARCHUS LABRAX): ASPETTI ANATOMO-ISTOPATOLOGICI

Varello K., Righetti M., Meistro S., Gastaldi D.,uBoli E.A.V., Pezzolato M., Foglini C., Bozzetta,E
Prearo M.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoriteguria e Valle d’Aosta - Torino.

| micobatteri sono batteri ubiquitari responsaldii patologie sistemiche granulomatose ad
andamento acuto e cronico, le micobatteriosi dtgiciscontrabili nelle specie ittiche ornamentali,
selvatiche e di allevamenthe specie piu frequentemente isolate e associatéezaioni umane
sonoMycobacterium marinum, M. fortuitueM. chelonaealle quali si & aggiunto recentemente
M. abscessusQueste specie sono oggetto di studio sia perptitanza dal punto di vista
economico, in quanto considerate malattie noretodit sia per il loro potenziale zoonosico.
Generalmente, le micobatteriosi nei pesci si prasencon lesioni multiple granulomatose diffuse
in diversi organi e tessuti con prevalente localizane a livello di milza, fegato e rene. Studi
sperimentali sulla patogenesi Mi. marinumhanno caratterizzato istologicamente le lesiornb in
stadi di evoluzione del granuloma.

Nel presente lavoro viene descritto un caso di bateriosi atipica a carattere diffusivo e
generalizzatin branzini Dicentrarchus labrax

Nel Marzo 2015 sei esemplari adulti di branzinmpervenuti presso il Laboratorio Specialistico
di Ittiopatologia dell’Istituto Zooprofilattico Spenentale del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta in
seguito ad un episodio di mortalita. E stato esedi@same necroscopico e campioni di branchie,
cuore, milza, fegato, rene e intestino sono stedlepati e destinati all’esame colturale per la
ricerca di micobatteri e al’esame istologico.

Per I'esame colturale, 'omogenato ottenuto & stitcontaminato e seminato su terreni in tubo
(Stonebrink e Léwenstein-Jensen Medium) incub@8sC e a 37° C. Le colonie riscontrate sono
state colorate mediante la colorazione di Ziehlibkre ed identificate su base fenotipica e
biochimica. La caratterizzazione molecolare dgdkecge € in corso.

| tessuti destinati allesame istopatologico somatisfissati in formalina tamponata al 10%,
processati, inclusi in paraffina, tagliati in se®idi 4 + 2, colorati con Ematossilina-Eosina (EE)
e colorazione istochimica di Ziehl-Neelsen (ZN) pedentificazione di batteri alcool-acido
resistenti ed osservati al microscopio ottico agtandimenti crescenti (10x, 20x e 40x).

All'lesame anatomopatologico sono state riscontlas@oni granulomatose multiple disseminate
negli organi interni. La caratterizzazione morfatag colturale e biochimica ha portato alla
classificazione di tutte le colonie isolate colheabscessus

All’esame istologico e stato possibile rilevareides in tutti gli organi con particolare gravita a
livello splenico e renale in cui si € potuta osaesvla presenza di granulomi multipli diffusi
necrotizzanti a diverso grado di evoluzione cordésza a confluire fino a scompaginare quasi
completamente la normale architettura dell'orgadihcuore, in alcuni soggetti, presentava oltre alle
tipiche lesioni granulomatose, marcata congesti@asale e a livello delle fibre miocardiche un
infiltrato infammatorio mononucleato associatoaafiresenza di batteri alcool-acido resistenti
rilevati dalla colorazione ZN. Branchie e intestipeesentavano grave infiltrato inflammatorio
mononucleato con iperemia e massiva presenzateribdaN positivi.

Il caso qui presentato descrive una manifestazatipgca di micobatteriosi di insolito riscontro
nelle specie ittiche con sovrapposizione di lesediverso stadio di evoluzione nello stesso organo
associate a massiva presenza di batteri alcoob-aeisistenti, sia all'interno delle lesioni stesse,
che liberi nei tessuti e nei vasi, tale da farigratre una forma di generalizzazione ematogena con
“collasso della resistenza”.
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RISULTATI PRELIMINARI SULLA VALUTAZIONE DEL ‘RISCHI o
DIPHYLLOBOTHRIUM” IN TROTE IRIDEA ( ONCORHYNCHUS MYKISS) ALLEVATE
IN NORD-ITALIA

Bona M.C?, Righetti M?, Gustinelli A%, Scanzio T, Burioli E.A.V.}, Menconi V* 2 Desiato R, Foglini
C.!, Ru G}, Pastorino B, Fioravanti M.L?, Prearo M.

listituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoriteguria e Valle d’Aosta - Torind® Dipartimento di Scienze Mediche
Veterinarie, Alma Mater Studiorum Universita di Bgha, Ozzano Emilia (BO).

Il problema delle infestazioni parassitarie di orgyittica ha un duplice aspetto, da una parte i
riflessi sul valore merceologico del prodotto ittie dell’altra la salute del consumatore, anche se
nel nostro Paese le abitudini alimentari non coptano spesso il consumo di pesce crudo, se non
limitatamente a prodotti tipici locali e ad usanegritoriali. Relativamente al trattamento per
'uccisione di parassiti vitali in prodotti dellaepca destinati al consumo umano, il Reg. UE n.
1276/2011 ha indicato la possibilita di derogaraitamenti di congelamento previsti per i prodotti
che vanno consumati crudi o sottoposti a trattanodret non garantiscono l'uccisione dei parassiti
vivi. Tale deroga puo essere rilasciata solo pedgiti che derivano dall’acquacoltura e che
soddisfano particolari requisiti, quali essereistfievati in un ambiente privo di parassiti vivi,
oppure in seguito a verifica, mediante procedum@mte dall’autorita competente, che non vi sia
un rischio sanitario per la presenza di parassiti %i tratta di indicazioni che si riferiscono al
parere scientifico emesso dal’'EFSA nel 2010 sullutazione del rischio correlato alla presenza
di parassiti nei prodotti ittici. Nel proprio paeeEFSA raccomanda inoltre di condurre studi
epidemiologici approfonditi in tutte le specie dtie allevate. Proprio in riferimento a questa
raccomandazione, € in corso un progetto di riceutke zoonosi parassitarie trasmesse dai pesci
dulciacquicoli; in tale ambito & stata effettuatdindagine preliminare in un allevamento di trota
iridea situato lungo l'asta del fiume Ticino, nedtto emissario dal lago Maggiore; questo primo
approccio € stato condotto al fine di ottenereyddato dati di prevalenza relativi alla eventuale
presenza di parassiti e dall'altro uno strumentaitiizzare con la GDO per dimostrare che il
problema possa considerarsi trascurabile. Prealevamento preso in esame coesistono 2 fonti di
approvvigionamento idrico con un diverso livello rischio nei confronti dell’infestazione da
Diphyllobothrium acque di sola risorgiva e acque di provenienpeiciale. Il ciclo produttivo,
dopo una prima fase di allevamento degli avanimottiasche le cui acque sono di risorgiva (o di
pozzo), prevede lo stazionamento degli animalidceways, alimentati con acqua superficiale;
queste vasche rappresentano il punto a maggidrigiger la presenza eventuale di infestazione,
dal momento che il corpo idrico che alimenta I'allmento, proviene da un canale di derivazione
del Ticino, emissario del lago Maggiore, dove leagaitosi € presente nella fauna ittica con diverse
prevalenze a seconda dei diversi punti di preligrevalenza 2-5%)l prelievo e stato condotto
nel punto di maggior rischio lungo la filiera prativa e la numerosita campionaria € stata fissata a
priori, con approccio conservativo, in modo da akella presenza del parassita nel caso in cui la
sua prevalenza fosse pari almeno al 2% con urdidglsicurezza del 95%. Sono stati campionati
150 individui di taglia commerciale (350-500 g)ddivisi in 6 campagne di campionamento svolte
tra I'estate 2014 e l'estate 2015, con cadenza dinale (25 esemplari per prelievo). L'esame
parassitologico specifico effettuato mediante géitera della porzione muscolare di entrambi i lati
di ogni soggetto e visione mediante vetri compnegBdutti i muscoli non ha evidenziato in alcun
esemplare la presenza di parassiti. Con questiatisisi pud quindi affermare, con una sicurezza
pari al 95%, che la prevalenza del parassita fleWamento considerato non pué comunque essere
superiore al 2%. Questo approccio dovrebbe esskr#ato in altri comparti produttivi posti in
bacini idrografici afferenti ai grandi laghi alpjrin cui la presenza della difillobotriasi € ancora
attuale, per raccogliere dati epidemiologici calesi§ su tale parassitosi, in modo da rafforzare
'immagine della troticoltura nazionale, conferendoplus valore ai prodotti dell’'acquacoltura.

Ricerca condotta in parte con finanziamenti del istiero della Salute nell’lambito della Ricerca Fiimiata (10F03).
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LERNANTHROPUS SP. (COPEPODA: LERNANTHROPIDAE) E LIMPARITA DEI
SESSI

Burioli E.A.V.*, Scanzio T., Monaci E., Prearo M.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemortéuria e Valle d'Aosta, Laboratorio Specialistidolttiopatologia -
Torino

Il dimorfismo sessuale, in molte specie animaliyif@gia il maschio per quanto riguarda le
dimensioni (mammiferi e uccelli), la livrea (ucdelh particolare) e/o la presenza di strutture
tipiche come piume ornamentali, corna, ecc. Tudtami diverse specie, ma soprattutto tra gli
artropodi, avviene l'esatto opposto. Questa caistites & particolarmente rilevante tra i copepodi
parassiti dei vertebrati marini, dove la femminaggnta un adattamento alla vita parassitaria. Tra
questi, il generéernanthropuscon piu di 100 specie descritte, & consideratoamune parassita
branchiale dei pesci marini, in grado di causaverselesioni.

In 5 branzini Dicentrarchus labraxallevati in maricoltura e provenienti dal settsrel-orientale

del Mediterraneo e stato osservato, tra l'estdsuuinno 2014, la presenza di questo parassita a
livello del primo arco branchiale, con una prevakerdel 100% ed un'intensita media di
infestazione di 6,4 parassiti/ospite. &x ratio(rapporto tra maschi/femmine) era di 1:2. Il 75%
dei parassiti femmine portava le sacche ovigere.

Questo studio & stato condotto in piccola scalarewuole avere un valore esaustivo per quanto
riguarda il suo contributo alle conoscenze epidégiohe sul parassita. Tuttavia, nel presente
lavoro si e voluto documentare il dimorfismo se$suael generelLernanthropus tramite
fotografia su campo scuro di individui maschi e ffeime osservati allo stereomicroscopio,
rivelando un alto grado di specializzazione edcahgéndo la disponibilita di informazioni
riguardante gli individui maschili, fino ad oggipmrficialmente descritti.
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REPERTI PARASSITARI IN SPIGOLE ( DICENTRARCHUS LABRAX) E ORATE
(SPARUS AURATA) ALLEVATE IN ITALIA

Caffara M., Gustinelli A., Menconi V., Cavazza Scaturro G., Fioravanti M.L.
Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Almatéd Studiorum Universita di Bologna, Ozzano EmiBD)

Le malattie parassitarie possono rappresentarattord limitante in maricoltura, determinando in
alcuni casi perdite di tipo diretto e, nella maggmarte dei casi, perdite indirette dovute alle
ripercussioni negative sullo stato di benesserailie performance produttive dell'ospite. Nel
presente lavoro vengono presentati i risultatiedalhalisi parassitologiche effettuate nel periodo
gennaio 2010-settembre 2015 su spigdl@céntrarchus labrax ed orate $parus auratp
provenienti da diversi allevamenti intensivi naztpnallo scopo di fornire un quadro generale delle
specie parassitarie reperibili in queste spedhétnei sistemi di maricoltura nazionale. Sonti sta
esaminati in totale 4435 pesci, di cui 2957 spigelé478 orate, di diverse classi di taglia e
provenienti da differenti sistemi d’allevamento quiddivisi per macrocategorie (impianti a terra: T
e impianti in gabbia: G). Tutti gli esemplari sostati sottoposti ad esame parassitologico completo
secondo metodiche di laboratorio standard.

Delle 2957 spigole esaminate, 1872 (63,3%) sonoltaie positive per almeno una specie
parassitaria, con numerosi casi di coinfezione Wataxa parassitari. Nella tabella “Parassiti

spigola” vengono riportati i valorj 5 T ol Terra M) Gabbie @)
. . [ arassitl spigola Otale erra abble (b
di prevalenza OSSGfV?“’ .SUdd.'V'?biplectanum aequans 1541 (52,1%)| 527 (36,5%)) 1014 (67%)
per macrocategorie di S'_Stem'_J'Sphaerosporadicentrarcri1134 (38,3%)| 376 (26%) | 758 (50%)
allevamento; non sono riportati [icoccidi 225 (7,6%) 51 (3,5%) 174 (11,5%)
parassiti riscontrati con percentualCeratomyxaspp. 218 (7,4%) 48 (3,3%) 170 (11,296)
di positivita <2% Cryptobia sp., | Trichodinaspp. 155 (5.2%) | 122(8,5%) 33 (2,2%)
Microsporidi, Scuticociliatida,|_Parvicapsulasp. 96 (3.2%) 14 (0.9%) | 82 (5,4%)

. . . Amyloodinium ocellatum | 35 (2,4%) 35 (2,4%) -
Enteromyxum leeiS. testicularise |5 === 30 (29%) 30 (29%) -

Ichthyobodo sp.). Come si pu
osservare, le prevalenze maggiori si sono ossesiateei sistemi a terra sia in quelli in gabbia pe

il monogeneo branchialB. aequanse per il myxosporidio sistemic8. dicentrarchi seguiti da
coccidi e Ceratomyxaspp. le cui percentuali di positivitd sono ristdtamaggiori negli animali
allevati in gabbia.

Delle 1478 orate esaminate, 608 (41,1%) sono aiguftositive per almeno una specie parassitaria,

con frequenti Cas,' ,dl coinfezione. Nel %arassiti orata Totale Terra (T)  Gabbie (G)
tabella “Parassiti orata” vengonOSparicotyle chrysophrii | 170 (11,6%)| 2 (0,3%)| 168 (21,2%)
riportati i valori di prevalenza osservaiFurnestinia echeneis | 165 (11,2%)| 12 (1,7%) 153 (19,3%)
suddivisi per macrocategorie di sistemhporocotylidae (uova) | 128 (8,7%) | 1 (0,1%)| 127 (16%)
di allevamento; non sono riportati iSphaerospora sparis | 118 (8%) 26 (3,8%) 92 (11,6%)

(P ; i [4Enteromyxum leei 75 (5,1%) 64 (9,3%) 11 (1,4%)
pariss.ltt‘l rlsgg(r;tratl COE g.ercemua“ Enterospora nucleophild 36 (4,9%) - 36 (4,9%)
posiiivita 6 Trichodina — SpP., ~Ceratomyxaspp. 49 (33%) | 37 (5.4%) 12 (1,5%)
Cryptobiasp., coccidi, peritrichi sessili; Gyrodactyluspp. 23 (2,9%) 23 (2,9%)

A. ocellatume Ichthyobodosp.). Sono| Lepthoteca sparidarum| 40 (2,7%) 35 (5,1%) 5 (0,6%)
stati reperiti con maggiore frequenza,

con particolare riferimento ai sistemi in gabbianonogenei branchialsparicotyle chrysophrii
(11.5%) eFurnestinia echeneifl1,2%), uova dei digenei Aporocotylidae a livdtianchiale ed il
myxosporidio renales. sparis mentreE. leei ha presentato percentuali di positivita piu elevat
nelle orate allevate in impianti a terra. Verranpoesentati i risultati di queste indagini
parassitologiche anche in relazione alle diverasstldi taglia dei pesci esaminati e dei diversi an
d’'indagine, operando considerazioni sul ruolo patmgdei principali parassiti riscontrati e sui
fattori condizionanti la loro presenza, in termuualitativi e quantitativi, nei diversi sistemi
d’allevamento considerati.
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PRIMA SEGNALAZIONE DI ANISAKIS SP IN ESEMPLARI DI SPHOEROIDES
PACHYGASTER (TETRAODONTIDAE) CATTURATI NELLO STRETTO DI SICILIA

Costa A!, Gaglio G% Cammilleri G}, Graci S, Sciortino S, Ferrantelli V!, Marino F# 3

1 |stituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicflla Mirri”, Palermo, Centro di Referenza Nazionale i&akiasi,
C.Re.N.A.;? Dip. Scienze Veterinarie, Universita di MessirfaCentro di Ittiopatologia Sperimentale della Sicilia,
C.I.S.S., Universita degli Studi di Messina.

Il pesce palla liscioSphoeroides pachygastéviiller & Troschel, 1848) (Tetraodontidae) € una
specie di origine atlantica, diffusa in tutti i mar gli oceani, caldi e temperati. Numerose le
segnalazioni di questa specie aliena, a partiré dagi ottanta, nel Mar Mediterraneo, dai settori
nord-occidentali e centrali fino al Mar Adriaticoomché lunghe le coste della Tunisia nord-
orientale e dell’Algeria. Riguardo le aree marineliane, catture di questa specie ittica sono
riportate nello stretto di Messina, al largo di ez del Vallo e nel Canale di Sicilia. Alcuni autor
ipotizzano l'esistenza di una popolazione stanziaeé Mediterraneo, con riproduzione locale,
essendo stata dimostrata la presenza sia di esegiplaani che di esemplari maturi. Al momento
non sono riportati in letteratura isolamenti di gsmiti nematodi irSphoeroides pachygastdt
presente lavoro segnala un ulteriore ritrovamenta. & esemplari di questa specie ittica nelle
acque del Canale di Sicilia, catturati casualmeaigescherecci con rete a strascico, segnalandone
nel contempo per la prima volta la presenza didlalivnematodi appartenenti al genéresakis |
campioni di pesce, portati presso il Centro diofiitologia Sperimentale dell’'Universita di
Messina, sono stati sottoposti ad identificazioagesonomica, rilevamento del peso e alle
misurazioni morfometriche (lunghezza, altezza e@iguardo il peso, questo era compreso tra 130
e 1.750 g. L’indagine parassitologica effettuatapkeamesso di reperire in sede viscerale, larve
riferibili a nematodi anisakidi in n. 3 esemplani § esaminati, per un totale di 9 reperti larvéii

2 larve da un esemplare, n. 3 da un secondo alal. #rzo). | parassiti, conservati in alcool 70%,
pervenuti presso l'lstituto Zooprofilattico Sperimale di Palermo, sono stati sottoposti ad
identificazione morfologica a livello di genere, diemnte microscopio ottico, previa chiarificazione
in glicerolo. L’analisi delle caratteristiche maldgiche al microscopio ottico ha permesso di
identificare i parassiti come forme larvali L3 Anisakis appartenenti al morfotipo denominato
AnisakisTipo | (sensuBerland 1961)Per l'identificazione molecolare, dopo I'estraziaiet DNA,

si e proceduto all'amplificazione delle regioni ITd&l rDNA nucleare e successiva restrizione
enzimatica (PCR-RFLP) con i due enzimi di restngigHhal, Hinf) previsti in bibliografia. |
profili di restrizione ottenuti hanno permessod#ntificare i reperti parassitari, in base alleaghi

di lettura indicate in bibliografia, come appartemelle specieAnisakis pegreffiil frammenti di
DNA amplificato, previa purificazione mediante cofiine, sono stati sottoposti a sequenziamento
e le sequenze ottenute sono state allineatdeceequenze piu similari disponibili su GenBank,
utilizzando il software Nucleotide BLAST. Diversi lavori mostraobe A. pegreffii &€ la specie di
Anisakis dominante nel Mar Mediterraneo, mentre la spégissakis simplex s.sappresenta la
specie prevalente nell’Atlantico.

La fauna ittica del Mediterraneo ha subito diveesmbiamenti negli ultimi decenni: molte specie
ittiche sono comparse nel Mar Mediterraneo, migoaattraverso il Canale di Suez e attraverso lo
Stretto di Gibilterra, come nel caso della sp&pbloeroides pachygastedattandosi ai nostri mari

a causa del noto fenomeno della tropicalizzazieidviediterraneo. Probabilmente questa specie,
come altre specie “aliene” sarebbero state inttedaiche attraverso lo scarico in mare delle acque
di sentina delle navi. Il ritrovamento di nematadiisakidi e l'identificazione della specie come
A. pegreffii potrebbe avvalorare I'ipotesi del completo adaétato della speci&phoeroides
pachygastee dell’esistenza quindi di una popolazione methteza.
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VALUTAZIONE DEL “RISCHIO ANISAKIS' IN SPIGOLE E ORATE ALLEVATE IN
ITALIA: RISULTATI PRELIMINARI

Fioravanti M.L!, Caffara M!, Gustinelli A, Menconi V*? Righetti M? Serracca I, Ercolini C?
Prearo M

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Almatéd Studiorum Universita di Bologna, Ozzano Em{RO);
2|stituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoritiguria e Valle d’Aosta, Torino.

I Regolamento UE n. 1276/2011 dell'8 dicembre 204H4e ha modificato l'allegato Il del
Regolamento (CE) n. 853/2004 del Parlamento europedel Consiglio relativamente al
trattamento per l'uccisione di parassiti vitaligrodotti della pesca destinati al consumo umano, ha
evidenziato la possibilita di deroga ai trattamelnttongelamento previsti per i prodotti della @esc
che vanno consumati crudi, praticamente crudi ¢oposti a trattamenti che non garantiscono
l'uccisione dei parassiti vivi, nel caso i prodosiano “derivati da piscicoltura, da colture di
embrioni e nutriti esclusivamente secondo una dietza di parassiti vivi che rappresentano un
rischio sanitario, e purché uno dei seguenti rdéfjuga soddisfatto: i) sono stati allevati
esclusivamente in un ambiente privo di parassiii @ppure ii) 'operatore del settore alimentare
verifica mediante procedure approvate dall’autodtémpetente che i prodotti della pesca non
rappresentano un rischio sanitario con riguard® @lesenza di parassiti vivi". Queste indicazioni
sono state inserite tenendo conto del parere da@entemesso dallEFSA nel 2010 sulla
valutazione del rischio correlato alla presenzgafiassiti nei prodotti ittici, che raccomanda di
condurre studi epidemiologi approfonditi in tuteedpecie ittiche allevate (cosi come gia fatto in
passato nel salmone atlantico) e stabilisce crterivalutare a quali condizioni i prodotti della
pesca da acquacoltura non presentano rischi pesallste pubblica. Si € quindi intrapresa
un’indagine preliminare in tre allevamenti in gabhino situato nel Mar Adriatico e due nel Mar
Ligure, volta a fornire i primi dati specifici sallpresenza/assenza di larveAdiisakisspp. in
spigole Dicentrarchus labrakx e orate $parus auratpd’allevamento. | tre siti sono stati scelti in
guanto localizzati in areali dove la presenza ddistarvali di Anisakisspp. viene registrata in
diverse specie ittiche selvatiche. Sono stati effttit 10 campionamenti ed esaminati in totale 268
pesci, di cui 238 spigole e 30 orate, 73 dall'inmpeadel Mar Adriatico (43 spigole con peso medio
di 275,5 g e 30 orate con peso medio di 247,6 Y)%da quelli nel Mar Ligure (150 spigole dal
primo allevamento e 45 spigole dal secondo, coo pesdio di 400 g). Tutti gli esemplari sono
stati sottoposti ad esame parassitologico perckeraa di larve diAnisakisspp. mediante esame
visivo della cavita viscerale e, previo sfilettan@rdelle masse muscolari secondo quanto previsto
dalla normativa. L'esame parassitologico non hal@wziato in alcun esemplare analizzato la
presenza di larve di nematodi Anisakidae né altiveiscerale né a livello muscolare. Questi
risultati preliminari, che andranno avvalorati deewori indagini condotte su un numero maggiore
di esemplari/allevamenti ed applicando tecnichgmiiatiche piu sensibili, sembrano confermare
che i pesci marini allevati in gabbia presentarssblivelli di rischio per quanto riguarda i paritiss
zoonotici. In particolare, oltre alla provenienzgli avannotti da ambienti confinati e controllati,
la somministrazione continuativa di mangimi commarénerti durante tutta la vita produttiva dei
pesci negli ambienti in gabbia sembra rappresentareclemento di estrema importanza nel
prevenire il coinvolgimento dei pesci allevati metiatena trofica naturale, fattore che potrebbe
comportare I'assunzione di prede parassitate da @irnematodi Anisakidae. La futura raccolta di
dati epidemiologici esaustivi su questo argomenttrgp rafforzare in maniera determinante
limmagine dellacquacoltura nazionale e meditee@n conferendo un maggior valore
commerciale ai prodotti ittici d’allevamento.

Ricerca effettuata mediante finanziamento del Manestdella Salute nell’ambito della Ricerca Correr@@2(1ZS PLV
18/12 RC).
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COBITIS BILINEATA (CANESTRINI, 1865). UN NUOVO OSPITE INTERMEDIO DI
CLINOSTOMUM COMPLANATUM (RUDOLPHI, 1814)

Gaglio G, Reina \*, Caffara M?, Gjurcevic E3, laria C, Marino F*
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Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb, Croatia

Clinostomum complanatusmun trematode digeneo il cui ciclo vitale vedmeaspiti definitivi gli
uccelli ittiofagi della famiglia Ardeidae e in minaumero anche alcune specie di Anatidi, mentre,
gli ospiti intermedi sono rappresentati da lumagiesci d’acqua dolce della famiglia Cyprinidae,
Cobitidae e anche da alcuni anfibi. Nei pesci, ketavercarie incistate sono responsabili della
cosiddetta malattie dalle macchie gialle (yellowlgdisease). Questo trematode merita attenzione
sia per la sua diffusione nei corsi d’acqua e treaspecie dulciacquicole presenti del territorio
italiano, oltre a quella descritta in questo layar@a soprattutto per il potenziale zoonotico che
presenta. Ad oggi, la maggior parte dei casi disté€zione umana interessa i paesi orientali, dove i
consumo di pesce crudo é culturalmente comQ@obitis bilineata(Canestrini, 1886), noto come
cobite italiano, € un piccolo pesce d'acqua dobgaeenente alla famiglia Cobitidae che raggiunge
i 12 cm di lunghezza nelle femmine e i 6,5 cm neisahi. L'area di distribuzione originaria
comprende i bacini dell'Adriatico settentrionalelfalia, nonché Svizzera e Slovenia. Inoltre la
specie & autoctona nel bacino del fiume Zrmanj€rimazia e nel bacino del Rodano in Francia
(fiume Durance) ed é stata introdotta in quasiatitialia, comprese le isole, nel nord est della
Spagna e nel bacino superiore del Reno in Svizzésta la notevole somiglianza, @. bilineata
puo essere facilmente confuso con il conge@er@eniache pero occupa i restanti territori europei
non condividendo mai I'habitat. Il presente lavdescrive un riscontro di “yellow grub disease” in
C. bilineataproveniente da acque dolci dell'area compresaAlgasandria e Pavia, durante il quale
e stato possibile isolare metacercari€litnostomum complanatum 12 su 30 soggetti (P = 40%).

| pesci positivi all'infestazione presentavano dao23 metacercarie incistate, localizzate
maggiormente nell'area opercolare e nella parteriofe della mascella. | parassiti sono stati
rimossi chirurgicamente e tipizzati sia morfologiente che tramite 'uso di metodiche molecolari
mediante I'amplificazione di un frammento dellaociomoc ossidasi | e dell'Internal Transcribed
Spacer rDNA. Alcune cisti estratte dai pesci detiedono state processate per le indagini
istopatologiche. Le metacercarie apparivano ditsoincistate nel derma, cosi come nella
sottostante muscolatura. Ogni parassita era cistondia un’unica capsula prodotta dall’ospite. |l
danno tissutale piu evidente era rappresentatondanuodica atrofia del tessuto muscolare e
connettivo circondante il nodulo come effetto diaumassa spazio occupante. Nel sito di
incistamento si repertavano solo poche cellulemfhatorie in prossimita della ventosa orale. In
nessuno dei casi studiati si € documentata melaNeknostro studio viene posta attenzione anche
alla possibilita di diffusione del parassita irriatbrsi d’acqua, considerando 'uso crescentesthe
fa di questo piccolo teleosteo come esca viva dacgtori amatorialiC. complanatunmisulta gia
riportato in un‘altra specie di cobit€, taenia(Maccagno, 1934), sebbene da allora non risultino
ulteriori segnalazione nel genetebitis
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RAME E ZINCO, ATTUALI COMPOSTI ANTIFOULING AD EFFET TO BIOCIDA

Magara G. Burioli E.A.V.?, Coffano L!, Righetti M?, Elia A.C*, Caldaroni B!, Gariglio M3, Abete
M.C.2, Dérr A.J.M?Y, Scanzio T, Prearo M.
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Grugliasco (TO).

Il biofouling & un problema di grande rilievo cimtaressa specie acquatiche e infrastrutture esposte
a diversi organismi incrostanti, con significatiripatti biologici, paesaggistici ed economici. Tra
le vernici antifouling ad effetto biocida, uno demposti attualmente piu usato € il rame, un
metallo avente ruolo catalitico e strutturale intpme ed altre molecole. Tuttavia, questo elemento
ad alte concentrazioni lega i gruppi -SH delle @ireg e in particolare degli enzimi, causando
cambiamenti strutturali che impediscono il traspodi ioni. Inoltre, € promotore di stress
ossidativo, catalizzando la formazione delle speeadtive dell'ossigeno (ROS) e perossidazione
dei lipidi di membrana. Lo ione bivalente {urappresenta la specie ionica pili comune e pitl
tossica in ambienti acquatici. Un altro biocidegtinde attualita € lo zinco, implicato nel corretto
funzionamento dei processi di proliferazione eatéghziamento cellulare. Inoltre, riveste il ruolo d
cofattore di piu di 300 enzimi, oltre a stabilizzda struttura terziaria di molte proteine, come le
“proteine a dita di zinco”. Tuttavia, elevate conirazioni di questo metallo provocano danni
mitocondriali, stress ossidativo e in casi estraptiptosi o necrosi cellulare.

Nel presente studio sono stati indagati gli effieiiogici del cloruro rameico (Cugl0,055 mg/L

e 0,0055 mg/L) e del solfato di zinco (ZnsSQ,2 mg/L e 0,12 mg/L) su un mollusco bivalve
d’acqua dolce originario della Thailandidyriopsis bialatus dopo esposizione per 96 ore. Le
concentrazioni utilizzate sono state 1/10 e 1/1€&d Cs, 96h per entrambe i composti.

Sulla ghiandola digestiva dei soggetti trattatieg @bntrolli sono stati valutati alcuni biomarcator
citosolici quali la catalasi (CAT), la glutationeti@nsferasi (GST) e la gliossalasi Il (GlI),
coinvolti direttamente e indirettamente nei proceds detossificazione di specie reattive
dell'ossigeno, a due tempi di esposizione (24 ergf.

L'attivita di CAT mostra una deplezione (30-80% ) e dose dipendente nella ghiandola
digestiva degli esemplari trattati con ambeduemposti, ZnSQe CuC} indicando una generale
compromissione di questa importante linea di difesifossidante. L'attivita enzimatica della GST
rimane sostanzialmente invariata a seguito delbsgmone dei bivalvi al composto rameico,
mentre i soggetti trattati con ZngOnostrano una diminuzione dell'attivita enzimat{G8-40%)

ad ambedue le concentrazioni e tempi di esposizidheontrario, il trattamento ddyriopsisad
entrambe le concentrazioni di ZngS@rovoca un generale aumento (circa il 40%) déiVih
enzimatica di Gll nelle 96 ore, mentre nessun giteg effetto & stato evidenziato a seguito del
trattamento con il cloruro rameico.

In conclusione, i nostri dati preliminari indicaobe il cloruro di rame e il solfato di zinco hanno
causato variazioni di livello dei biomarcatori dmzdti. Tuttavia, le variazioni sono piu marcate
con il solfato di zinco e con la piu alta concenitvae di questo metallo. Sono auspicabili ulteriori
indagini utilizzando un panel pit ampio di biomdoca che permetta una comprensione piu
esaustiva dei reali effetti biologici che tali comspi provocano su questa specie di bivalve.
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INDAGINI ISTOMORFOLOGICHE ED IMMUNOISTOCHIMICHE SUL TRATTO
DIGERENTE DI ZEBRAFISH ( DANIO RERIO) IN RISPOSTA A FATTORI DI STRESS
ALIMENTARE

Calabro C?, Giorgianni P>, Palombieri D', Bertuccio C., Paterniti I, Denaro M.G, Lo Cascio P.
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La regolazione delle funzioni gastrointestinali nértebrati &€ influenzata sia da fattori che
inducono stress, come il digiuno e la rialimentagiosia da fattori ormonali. Le diverse tipologie
di dieta possono determinare modificazioni del grattenzimatico e delle cellule del sistema
neuroendocrino. La ricerca € stata condotta albpadi valutare sul tratto digerente di zebrafish
(Danio rerio) la risposta a stress alimentare causato da digiegoito da rialimentazione a base di
SeraSpirulina tabs, il cui maggiore componenteSgirulina sp., microalga acelevato contenuto
proteico. Sono stati studiati gli effetti istomddgici sul tratto gastrointestinale ed é statataftda

la determinazione immunoistochimica del Peptide Tdiasporto (PepT-1) e del'ormone
Colecistochinina (CCK-8). Il PepT-1 e responsalilell’assorbimento proteico attraverso la
membrana della mucosa intestinale e aumenta sigtifamente nel corso di una rialimentazione
dopo un digiuno. La CCK-8, ormone della sazietaretecdalle cellule endocrine del tratto
gastrointestinale, stimola la motilita della cotice la secrezione enzimatica delle cellule a@nos
del pancreas. Il protocollo sperimentale ha previstilizzo di 45 esemplari dbanio rerio divisi,
dopo la stabulazione, in 7 gruppi: normoalimentath Sera Vipagran (controllo); sottoposti a
digiuno (2 e 5 gg.); rialimentati (2 e 5 gg.), dopaligiuno, con dieta proteica a base di Sera
Spirulina tabs. L'analisi morfologica ha evidenziato, nemp#ni sottoposti a digiuno, una
graduale alterazione delle pieghe intestinali camststente riduzione del lume e, dopo
rialimentazione, un graduale recupero della mogi@laniziale. La determinazione del PepT-1 e
della CCK-8 mediante metodi immunoistochimici irrgesidasi e Western blot ha permesso di
rilevare, in relazione ai tempi previsti nel pratbo sperimentale, riduzione del PepT-1 e della
CCK-8 a digiuno e aumento dopo rialimentazionenfficativo il dato relativo al PepT-1 i cui
livelli, rispetto al CCK-8, hanno raggiunto valomolto elevati. Tale dato suggerisce un
meccanismo fisiologico di compensazione che fageria maggiore efficienza di assorbimento e
potrebbe influenzare la secrezione del CCK-8.
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ASPETTI ISTOLOGICI DI ALCUNE DISCROMIE MUSCOLARI DE L SALMONE
ALLEVATO ( SALMO SALAR)

Corti I}, Galimberti CZ, Ghisleni G**, Malosio M?, Malandra R, Ranghieri V@
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Generali, ASL Milano

Il salmone(Salmo salay di origine atlantica rappresenta una delle spétizhe maggiormente
allevate nel mondo. Il salmone importato frescongidrequentemente commercializzato come
filetto o baffa. Il filetto & caratterizzato dalamtenimento dell’epidermide da un lato ed
esposizione della muscolatura dall'altro. Questas@ntazione rende visibili all'acquirente
eventuali alterazioni delle masse muscolari. Sutitpardi salmone allevato norvegese
commercializzato in filetto sono state riscontraree muscolari singole o multiple, di varie
dimensioni, pit 0 meno profonde di colorazionegigiitra 0 marcatamente nerastra. In tutti i casi
non erano evidenti alterazioni di consistenza odred Sono stati prelevati campioni di
muscolatura, fissati in formalina e successivamesgt#oposti ad esame istologico. L'esame
istologico ha evidenziato necrosi della muscolatsaociati nelle aree nerastre ad accumulo di
melanomacrofagi. Il quadro istologico &€ compatibib® miopatia cronica associata ad accumulo di
melanina.

54



P17

TENORI DI METALLI PESANTI IN GAMBERI ROSSI DELLA LO UISIANA
(PROCAMBARUS CLARKII) PESCATI DEL LAGO DI CANDIA (TO)

Monaco G*, Rizzi M.}, Burioli E.A.V.}, Riva A, Squadrone &.Foglini C!, Gavinelli St, Tarasco R,
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I Gambero rosso della LouisiarfRrocambarus clarkii)e una specie nativa della zona centrale
degli Stati Uniti e del Nord-Est del Messico. Laesig € dotata di una notevole capacita di
adattamento a svariati habitat acquatici, spessbeanotevolmente inquinati, che ne permette una
sua rapida diffusione.

Importato in Italia per essere commercializzato e@timento e ben presto sfuggito al controllo
degli allevatori, questa specie ha alterato glisetemi naturali modificando la catena alimentare
acquatica e divenendo un vettore di malattie lgbali le specie autoctone di gamberi.

Per le suddette ragioni & stata condotta un’ingagutla popolazione di gamberi rossi prelevati nel
lago di Candia, un'area naturalistica del Piemaidee il Procambarus clarkisi € notevolmente
diffuso in breve tempo.

Lo scopo di questo studio e quello di determindaemori di arsenico (As), cadmio (Cd), cromo (Cr),
mercurio (Hg), piombo (Pb), selenio (Se) e sta@m) fiel muscolo e nel carapace dei gamberi in
esame.

Sono stati analizzati sedici campioni di muscoltampace. Dopo omogeneizzazione, il Hg e stato
analizzato mediante DMA-80 (Direct Mercury Analysktlilestone), mentre As, Cd, Cr, Pb, Se e
Sn sono stati determinati tramite un plasma ad @gmemento induttivo interfacciato da uno
spettrometro di massa a singolo quadrupolo (ICP-Mf&rmo-Fisher). Per la quantificazione di
As, Cr e Se é stata usata una camera di collisesmdne (KED) per abbattere gli ioni poliatomici
presenti nel plasma che interferiscono con gliiimalinteresse.

Le concentrazioni dei metalli analizzati sono pasde nei muscoli rispetto ai carapaci (tabelle 1 e
2). Nei campioni di muscolo, i valori di Cd, Pb g KHono al di sotto dei limiti massimi imposti
dalla normativa vigente.

Tabella 1. Concentrazioni medie di metalli Tabella 2. Concentrazioni medie di metalli
(mg/kg) rilevate nei muscoli (mg/kg) rilevate nei carapaci
Metalli Concentrazione Metalli Concentrazione
(mg/kg) (mg/kg)
As 0,18 As 0,80
Cd < 0,020 Cd 0,082
Cr 0,42 Cr 2,1
Hg < 0,037 Hg < 0,037
Pb 0,16 Pb 1,2
Se 0,13 Se 0,20
Sn < 0,020 Sn 0,036

Procambarus clarkiie un potenziale bioaccumulatore di contaminangrtgmto si puod
considerare un bioindicatore di inquinamento. Nt cio, i tenori di metalli evidenziati nei
campioni prelevati dal Lago di Candia non si ritemg allarmanti per l'esposizione umana,
mettendo in evidenza come il biotopo preso in atersizione non presenti problematiche di
inquinamento industriale o agricolo di rilevanza.
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IMPATTO DEI NEONICOTINOIDI SUGLI ECOSISTEMI ACQUATI Cl: MELANOIDES
TUBERCULATA COME NUOVO MODELLO DI STUDIO
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L'uso e abuso, nella pratica agricola, dei pestiba determinato un crescente interesse da parte
della comunita scientifica, impegnata a capire cqoeste sostanze possano influire negativamente
su molte specie non bersaglio, fra cui gli insetili e, non di meno, le specie che popolano gli
ecosistemi acquatici. Infatti, non e da escludergadssibilita che i suddetti pesticidi possano
raggiungere i bacini d’acqua mediante le acquésdiMazione. Particolare attenzione meritano, in
questo contesto, i neonicotinoidi, una classe gitircidi chimici immessi in commercio dagli anni
'80 e che, a partire dal 2008, ha rappresenta2d% della quota di mercato globale. Si tratta di
composti strutturalmente simili alla nicotina clpertanto, agiscono sulla specie per cui vengono
utilizzati in campo, legando i recettori NAChRs, mii di una famiglia di canali ionici ligando
dipendenti, responsabili della trasmissione poafgina. Dunque, l'interazione ligando-recettore si
esplica in effetti tossici a livello del SNC deti§etto. | neonicotinoidi sono composti polari, non
volatili, idroliticamente stabili e attivi contronuampio spettro di insetti, sono potenti a basse d

e forniscono un controllo a lungo termine. Negtimi anni, pero, sono stati rivalutati dalla PMRA
(Pest Management Regulatory Agency) in relazioragragtutto, al loro destino che, negli
ecosistemi acquatici, dipende da molteplici fattpwali pH, luce, temperatura dell’acqua, azione
microbica etc. Inoltre, & emerso che il sistemaveosy degli insetti, seppur con molteplici
differenze, mostra delle similarita a quello demiganismi piu evoluti, compresi i Vertebrati. Le
nostre indagini sono, pertanto, mirate a valutangossibili effetti tossici del neonicotinoide
thiacloprid, somministrato a 4 concentrazioni ceesic( 0.125, 0.25, 0.5 e 1ml/L) ad esemplari
della specie da noi scelta come modello di stulllelanoides tubercolatgMuller, 1774), un
mollusco d’acqua dolce, afferente alla classe dest&opodi. La realizzazione di test di tossicita
acuta, ha permesso di rilevare la morte di tuttainpioni trattati entro le 96h, a differenza di
quanto osservato per gli esemplari utilizzati cooomtrollo. Le alterazioni morfo-istologiche
conseguenti al trattamento, sono state evidenziadiante analisi al microscopio ottico ed
all'utilizzo della microscopia elettronica a trassibne e a scansione.
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IL TAMPONE BUCCALE QUALE VALIDO STRUMENTO PER IL RE PERIMENTO DI
CAMPIONI BIOLOGICI, FINALIZZATO ALLA SALVAGUARDIA D EL BENESSERE
NEI TELEOSTEI UTILIZZATI IN PROCEDURE SPERIMENTALI
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Nel corso degli anni si e assistito ad una prograssensibilizzazione dell’'opinione pubblica e
della comunita scientifica nei confronti delle tditlae legate al benessere animale. Una soglia di
attenzione particolarmente elevata viene riserabdaregolamentazione delle procedure da seguire
nel caso in cui siano utilizzati animali a fini sipeentali. La normativa Europea di riferimento € la
Direttiva 63 del 2010, recepita a livello Nazionaten il Decreto Legislativo 26 del 2014. Questa
normativa si applica a tutti i vertebrati, inclusteleostei, considerati in passato forme inferiori
pertanto non degne di considerazione, e ai cefdiogme sono inclusi in tale norma per la loro
capacita sensoriali di provare dolore.
Questa normativa e fortemente incentrata sul griodielle 3R, proposto per la prima volta da
Russel & Burch nel 1959. Esso si fonda sui concktReplacementossia la sostituzione della
sperimentazionén vivo con altre modalita sperimentali vitro, quali colture cellulari o saggi
biologici su forme vitali inferiori; ove questo nera possibile si dovrebbe tenere in considerazione
la riduzione della numerosita campionafieduction dei soggetti su cui effettuare il saggio, pur
mantenendo pero la significativita statistica. ltimo andrebbero valutate e applicate metodologie
alternative atte a ridurre al minimo le procedummportanti dolore e stress negli animali
(Refinement Proprio in accordo al concetto dréfinemerit considerata I'esperienza maturata
negli anni dal nostro Istituto in relazione allaesmentazione ittica sulla trota iridea
(Oncorhynchus mykiys con questo studio si e voluto redigere uno $jpeciprotocollo
sperimentale atto al prelievo e alla conservazimeateriale biologico da utilizzare a fini gengtic
mediante tampone buccale.
A tale scopo 30 esemplari di trota iridea sonoi stattoposti al prelievo di mucosa buccale
mediante tamponi, stoccati poi con tre differeigiiesni:

- tampone a secco, estremamente applicato in anfibitnse per reperire campioni

biologici sulla scena del crimine;

- PBS;

- etanolo 99%.
Tutti i campioni sono stati poi trasportati in coridni di refrigerazione e conservati a tale
temperatura per 72 ore prima di essere processatjualitd del DNA ottenuto dopo I'estrazione,
dalle tre tipologie di tampone, e stata valutatadiamge spettrofotometro e fluorimetro per
verificare il livello di degradazione del materiajenetico ottenuto; inoltre é stata effettuata una
comparazione dell'efficacia dei sistemi di conseiwae, basata sulle possibili applicazioni
genetiche del DNA ottenuto, mediante I'amplificamodi geni nucleari e mitocondriali, anch’essi
ampiamente utilizzati in ambito forense per ottendelle performance ottimali su campioni
biologici esigui o degradati.
| risultati hanno mostrato come il DNA estrattotdenponi a secco e conservati in PBS presenti un
maggior livello di degradazione, presumibilmentgutabile all'incapacita di questi due metodi di
bloccare la proliferazione batterica della popaagi microbica autoctona della cavita buccale.
Questa degradazione comporta, in particolar modo ipgamponi a secco, un’efficacia
estremamente ridotta nell’amplificazione dei masdatucleari (50%).
Si ritiene pertanto che la conservazione del tarapion etanolo, possibile per periodi anche
superiori alle 72 ore in congelatore, rappresemtsdelta migliore per I'ottenimento di DNA di
buona qualita, da utilizzare per studi genetici.

Ricerca effettuata mediante finanziamento del Méngsdella Salute nell’ambito della Ricerca Corre2@12 (1ZS PLV
02/12 RC).
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STUDI SULLA PREVALENZA DI ECHINOPHALLUS WAGENERI (EUCESTODA:
BOTHRIOCEPHALIDEA) IN UNA POPOLAZIONE DI RICCIOLA D | FONDALE
(CENTROLOPHUS NIGER) DEL MAR LIGURE DI PONENTE

Prearo M*, Menconi V1, Gustinelli A?, Caimi C3, Mugetti D3, Pastorino B, Scanzio T, Mignone W,
Garibaldi F?, Fioravanti M.L? Bona M.C!

listituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemoriteguria e Valle d’Aosta - Torind® Dipartimento di Scienze Mediche
Veterinarie, Alma Mater Studiorum Universita di Bgha, Ozzano Emilia (BO°‘, Universita degli Studi di Torino,
Dipartimento di Scienze Veterinarie - Grugliasc®{T “Dipartimento di Scienze della Terra, dellAmbieatdella Vita

- Genova.

| cestodi appartenenti all'ordine Bothriocephalideao parassiti presenti principalmente in pesci
marini; la presenza dichinophallus wageneisolato da esemplari di ricciola di fondale é gfiata
segnalata sia nel Mar Ligure che in Adriati¢a. wagenerié un cestode il cui stadio adulto
raggiunge fino a 50 cm di lunghezza e 2 cm di laxgh. Lo strobilo appare segmentato, appiattito
e piegato lungo l'asse longitudinale; ogni segmeéntormato da due pseudo segmenti i quali
contengono due proglottidi. La superficie corpogezoperta da microtrichi filiformi, i cui margini
sono dotati di una stretta banda di grandi miazbtrspiniformi. Lo scolice e caratterizzato da una
forma a piramidale con dimensioni ridotte rispedtqrimo segmento dello strobilo ed il collo &
assente. La distribuzione di questo parassita Woazano Atlantico, Mare del Nord e Mar
Mediterraneo, all’oceano Pacifico. La ricciola dinflale Centrolophus niggrmostra un corpo
ovale, allungato e schiacciato lateralmente. Laéat@suttosto piccola, con il muso dal profilo
tondeggiante, presenta una bocca abbastanza sfidugplunga fino all'occhio. Il colore della
livrea & nero-bluastro uniforme che va schiarendamitralmente; nei soggetti piu giovani
compaiono delle bande verticali scure. Le pinnenbacolore piu scuro del corpo ed hanno un
margine chiaro. Raggiunge dimensioni ragguardeutilie il metro, talvolta raggiunge anche i 150
centimetri. E un pesce bati-pelagico, vive in magperto, in acque temperate ed & distribuito i tutt
gli oceani in un range di profondita che va dail4080 metri; i giovani prediligono acque piu
superficiali. E un pesce predatore e si nutre styita di cefalopodi pelagici di grandi dimensioni.
E una specie priva di particolare interesse comialersui mercati nazionali, la cui presenza sui
banconi é saltuaria. Nel Mar Ligure di ponente yproia di Imperia) da qualche anno viene fatto
oggetto di pesca, in quanto richiesto dalla ristior@e locale. Nel corso della primavera 2015, nella
zona di mare prospiciente il comune di Imperia,osstati campionati 42 esemplari di ricciola di
fondale pescati da diversi equipaggi professigneffettuando direttamente in barca il prelievo
dell'intero pacchetto viscerale, eseguendo legatlieedue estremita e ponendo il tutto in sacchetti
previa identificazione univoca di ogni soggettottiTiucampioni sono stati refrigerati e consegnati
al laboratorio dopo lo sbarco. L'osservazione thradel contenuto dei pacchetti viscerali ha
mostrato un alto grado di infestazione di cestodutti gli esemplari campionati e la presenz& di
wagenerie stata una costante in tutti i soggetti esamiiNgi.42 esemplari sono stati evidenziati
698 cestodi appartenenti alla specie qui oggettstudiio, tutti presenti costantemente nei grossi
ciechi pilorici e solo raramente nel primo trattlléhtestino. Il grado medio di infestazione é di
16,6 parassiti per soggetto, mentre il numero minael cestode per soggetto é stato di soli 2
esemplari e il numero massimo di 48 esemplari.ddgine parassitologica effettuata su questi
pesci € ancora in corso, ma questi risultati, segpeliminari, portano ad avere una maggior
conoscenza sulla presenza dei parassiti di quatteessante specie ittica, soprattutto tenendo
conto come un numero cospicuo di individui di geosaglia, provenienti dallo stesso ambiente
possa essere analizzato sia alquanto difficile.s@ustudio preliminare ha lo scopo pertanto di
portare a conoscenza della prevalenzg.dvagenerinella popolazione dC. nigercolonizzante il
Mar Ligure di ponente (100%), utilizzando un numsignificativo di soggetti per le analisi e di
verificare la distribuzione spaziale e la frequedzinfestazione nei soggetti analizzati.
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TEST DI SPERMIOTOSSICITA E INDAGINI CITOLOGICHE IN  SPERMATOZOI DI
MELANOIDES TUBERCULATA IN SEGUITO AD ESPOSIZIONE A NANO
PARTICELLE DI TiO ,

Camiolo G, Pecoraro R, D'’Amante G', Mazzei V2, Tibullo D}, Marino F% Di Caro G, Messina G,
Lombardo B.M", Brundo M.VY, Salvaggio A}

! Dipartimento di Scienze Biologiche, Geologiche ebiemtali, Universita degli Studi di Catani&;Dipartimento di
Scienze Veterinarie, Universita degli Studi di Niess® Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Siciliarea Catania

Il diossido di titanio (TiQ) € un materiale chimicamente inerte, semicondeit®rin grado di
esibire attivita fotocatalitica. Queste carattéts permettono numerose applicazioni che, unite al
costo relativamente basso del materiale di partemza hanno ampliato I'uso in maniera
considerevole. Il Ti@e classificato sia nell'animale che nell'uomo cdbigogicamente inerte ed

e ritenuto un materiale “naturale”, aspetti che ealm parzialmente hanno contribuito alle sue
numerose applicazioni.

Da alcuni studi condotti su animali, dopo esposigimrale, in cui sono state utilizzate dosi
altissime di TiQ (5 g/kg peso corporeo), decisamente irrilevantilesposizione umana, € emerso
che esso viene assorbito dal tratto gastrointdstira distribuisce agli altri organi e induce
fenomeni di tossicita a carico di fegato, reni,vedio e apparato cardiovascolare. Inoltre, & stato
evidenziato che a concentrazioni piu basse (1250emg/kg peso corporeo), il TiGnduce nel
topo effetti tossici a carico del fegato e inibiszeiposta immunitaria.

Inoltre, per quanto concerne il bioaccumulo del ;Ji@on vi sono al momento molti studi
disponibili, mentre & nota la sua capacita di faeadt bioaccumulo di Cd e As nella carpa. Sulla
base di quanto affermato, sono state eseguite idedgini al fine di valutare quali possano essere
gli effetti del TiO, sugli spermatozoi dvelanoides tuberculatéMiller, 1774). Venti esemplari di
sesso maschile e sessualmente maturi, sono stktvati da un acquario appositamente allestito in
laboratorio, e da questi, & stato estratto il¢esdi In seguito a dissezione della gonade, in tarap
fosfato salino, sono stati prelevati 50 ul di s@oe contenente gli spermatozoi e dispensati in una
piastra multiplate, nei quali erano gia stati agtjiul00 ul di una soluzione contenente
concentrazioni scalari (1, 10, 100, 1000 ppm) i@i,TLe osservazioni sono state eseguite al MO a
0, 10, 20, 40 e 60 min e, per valutare la vitatiggli spermatozoi e stato realizzato il Test
all’'eosina, che consente di identificare gli spdaomai vivi da quelli morti, poiché sfrutta la
capacita delle membrane di essere impenetrakiblarante e continuare ad apparire, in seguito ad
osservazione, incolori. Dal test si € evinto clieag10 minuti dall’inizio del test, gli spermatdzo
trattati con tutte le concentrazioni di Ti®on erano piu vitali, poiché a differenza dei colti{ che
apparivano incolori e con flagelli ancora mobilili gpermatozoi trattati mostravano teste
intensamente colorate ed erano privi di movimentorisultati ottenuti, sebbene in una fase
preliminare, rappresentano un importante e validempssa per la realizzazione di ulteriori
indagini per confermare la possibile tossicitaalathnoparticelle di Ti©
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ORAQUA: RACCOMANDAZIONI PER UNO SVILUPPO DELLA STRU TTURA
REGOLAMENTATIVA EUROPEA E SOSTEGNO PER UNA FUTURA C RESCITA
DELL'ACQUACOLTURA BIOLOGICA

Fiocchi EY, Manfrin A*
L Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venefientro Specialistico lttico, Adria (RO)

L'acquacoltura biologica € un settore ancora gieyanfatti il primo progetto di allevamento
biologico fu in Irlanda nel 1995 e riguardava imsahi. Con la creazione di linee guida da parte
dellIFOAM (International Federation of Organic Agulture Movements) nel 2005 sono state
condotte molte prove, utilizzando il metodo biolagsu diverse specie acquicole.

Inizialmente sono state riscontrate alcune problieima, come la mancanza di standard uniformi,
I'incertezza e il dibattito su cio che l'acquacddtbiologica era e che doveva essere, il rischia pe
produttori a causa dei maggiori costi di produzjdhenercato ancora incerto e la disponibilita di
avere mangime biologico certificato.

Per risolverle, nell'ultimo decennio, sono statisgrati diversi regolamenti europei sulle produzioni
biologiche, tra cui: Regolamento (CE) 834/2007; RE&CE) 889/2008; Reg. (CE) 710/2009 e
successive modifiche tramite i Regolamenti di ezene: (UE) 1030/2013; (UE) 354/2014.

Nel 2009 le aziende operanti nel settore ammonta@a®53 in 29 paesi differenti e la produzione
aveva raggiunto le 53.500 tonnellate, pari all@®dell’ acquacoltura mondiale.

Negli ultimi anni la produzione di acquacolturalbgica € aumentata esponenzialmente e, secondo
proiezioni FAO, nel 2030 si potrebbero raggiundgemilioni di tonnellate di prodotto biologico.

In Europa la specie principalmente allevata élihsae atlantico, seguito da spigola, orata, trota,
salmerino, merluzzo ed infine carpa; nei paesiAl®irica Latina esiste una forte predominanza di
allevamenti di gamberi; ed infine la produzione paimune in Cina € la policoltura di carpe, ma vi
sono anche gambericolture e coltivazioni di miggbal

Visto il promettente futuro del settore, nel 2013ni&iato un progetto finanziato dall’'Unione
Europea denominato ORAQUA - European Organic Aqga® - Science based
recommendations for further development of the Egutatory framework and to underpin future
growth in the sector, in cui sono coinvolti Italigsancia, Danimarca, Olanda, Repubblica Ceca,
Spagna, Norvegia e Svezia.

Il compito dei partecipanti € quello di fare ricargibliografica e sintesi su argomenti riguardanti
I'acquacoltura biologica. In particolare sono stgaminati articoli scientifici, libri, riviste dtge
fonti che trattano svariati temi, come nutrizioneterazione ambientale, benessere animale,
modalita di allevamento, economia e mercato dosettpercezione dei consumatori, trattamenti
veterinari e biosicurezza. Il progetto si &€ con@otsulle piu importanti specie europee allevate d
pesci, molluschi, crostacei e alghe. Saranno 9gudte raccomandazioni e linee guida da
diffondere, anche mediante la creazione di un isiternet, agli operatori e agli interessati del
settore per fornire un contributo al futuro svilopgel quadro normativo europeo e per sostenere la
crescita del settore dell’acquacoltura biologicalinea con i principi organici e la fiducia dei
consumatori. A ottobre 2014 si & svolto il primak&holders event a Istanbul, mentre a ottobre
2015 si svolgera il secondo a Rotterdam e nel 20%6ra il terzo ed ultimo evento, che sancira il
termine del progetto con I'emanazione del repanal® del lavoro compiuto dai vari partner
europei.
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VALUTAZIONE DEL BENESSERE IN SPIGOLE E ORATE ALLEVA TE IN GABBIA
CON METODO BIOLOGICO ATTRAVERSO GLI INDICATORI DEL  REG. CE 710/2009

Petochi T.*, Di Marco P., Finoia M.G., Priori A.phgobardi A., Greco C., Donadelli V., Marino G.

ISPRA lIstituto Superiore per la Protezione e lagRia Ambientale, Roma

Il benessere animale € un parametro importantdapeertificazione biologica delle produzioni
ittiche, ma ancora poco studiato e di non facilsurazione. | regolamenti europei riconoscono
I'importanza della densita d’allevamento e dellatighe gestionali e danno prescrizioni e limiti al
fine di mantenere lo stato di salute e di benesseirpesci allevati con metodo biologico (Reg. CE
710/2009; Reg. UE 1358/2014). Il monitoraggio dehdssere durante il ciclo biologico avviene
attraverso alcuni indicatori diretti, quali pinnertheggiate e altre lesioni, indice di crescita,
comportamento, stato di salute generale, e inglicetali la qualita dell'acqua.

Il presente lavoro riporta i risultati della valmitagne del benessere condotta in spigole
Dicentrarchus labrax e orate Sparus auratanellambito di un’indagine comparativa tra
allevamento biologico e convenzionale in un impasitmaricoltura situato nel Golfo di Follonica.
Giovanili certificati biologici delle due speciersmstati seminati in due gabbie e monitorati fiho a
raggiungimento della taglia commerciale. La denditallevamento é stata mantenuta entro i limiti
di 15 kg/m' come previsto dalla normativa. Come condizioneiférimento, & stata avviata la
produzione convenzionale in altre due gabbie semmiocan esemplari della stessa taglia e alla
stessa densita. | pesci sono stati alimentati ¢ete adommerciali, rispettivamente con mangime
biologico e convenzionale. Dopo circa 16 mesi dévamento, in concomitanza della prima
raccolta del prodotto, i pesci (n=200) sono statiurati mediante reti, storditi in bagno di acgua
ghiaccio e sacrificati mediante stunning. Il beres® stato valutato sulla base della frequenza e
della gravita delle lesioni delle pinne (splittingrosioni) e di altri organi esterni e interni, ldel
performance di crescita (peso, lunghezza, K, SGBE)Fe dell’analisi di parametri di stress,
metabolici (cortisolo, glucosio, osmolalita, tricgridi, colesterolo, proteine totali) e immunitari
(formula leucocitaria).

All'lesame autoptico tutti i pesci campionati eranobuone condizioni di salute, con ridotta
incidenza di erosioni alle pinne e privi di lesianacroscopiche a carico di cute, occhi e altri
organi. Un aumento significativo degli splittinglidepinne & stato evidenziato sia in orate che
spigole biologiche con una correlazione positiva leotaglia emersa nel caso della spigola. Il tasso
di accrescimento e gli indici di performance soisaltati migliori nelle gabbie biologiche, per un
possibile effetto della dieta e/o della qualita ldéio dei giovanili. | parametri biochimici e errt
hanno rivelato I'assenza di stress, buone condiziofrizionali e nessuna alterazione del sistema
immunitario, confermando il buono stato di salug# desci. Non sono risultate alterazioni nel
comportamento alimentare e di nuoto nelle gabbiaitoi@te. Per le caratteristiche del sito, la
gualita dell'acqua é stata ottimale durante liateiclo produttivo. Al fine di una valutazione
oggettiva del benessere nelllambito delle produzioimlogiche si sottolinea la necessita di
standardizzare le metodiche di campionamento elditazione sul campo e di definire livelli e
condizioni di riferimento per ogni specie, di aissiinche per le stesse indagini negli allevamenti
convenzionali.
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SORVEGLIANZA  DEL PATOGENO MARTEILIA  REFRINGENS  NEGLI
ALLEVANENTI DEL GOLFO DELLA SPEZIA

Serracca LY, Rossini I, Battistini R, Prearo M, Ercolini C!
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sezione di La Spezia, Via degli Stagnoni, 96 — 6918 SpeziaZIstituto Zooprofilattico Sperimentale del Piemonte,
Liguria e Valle d’Aosta, Laboratorio SpecialistiddIttiopatologia, Via Bologna, 148 — 10154 Torino.

Marteilia refringensé un protozoo, Phylum Paramyxea, che infetta ttdrdigerente di varie
specie di bivalvi e provoca disordini fisiologicind alla morte dell'animale. La Marteiliosi,
patologia causata dal. refringens e stata inclusa nell'elenco delle malattie nabbili
dall'Organizzazione Mondiale per la Salute Anim@XE) e il parassita che ne & responsabile é
stato classificato come patogeno non esotico asiseella legislazione dell'Unione Europea
(2006/88/CE). Come richiesto dal Decreto Legistativt8/2008, & stato creato un programma di
campionamento annuale per monitorare lo stato tlitesadei mitili mediterranei,Mytilus
galloprovincialis allevati nel comprensorio del Golfo di La SpeZiale monitoraggio ha permesso
di indagare la presenza del parassita nei mitii walutare il possibile collegamento tra episodi d
mortalita anomala e presenza della malattia e atelsgita.

6.560 campioni dM. galloprovincialissono stati raccolti, tra il 2010 e il 2014, nei mgisi caldi
dell'anno, quando la temperatura dell'acqua raggiwnsupera il valore critico di 17°C, necessario
perché la Marteiliosi si sviluppi. | campioni sostati prelevati da tutte le zone di allevamento
presenti nel Golfo della Spezia e immediatamengsportati al laboratorio, in contenitori
refrigerati con un sistema di controllo della temgpera. Nel 2010 sono stati prelevati 860
campioni, 900 nel 2011, 900 nel 2012, 1.800 neB2©2.100 nel 2014. La ricercaMi refringens

e stata eseguita con metodo citologico: analisrasopica di impronte ottenute dalla ghiandola
digestiva e colorate con Emacolor. | campioni tegulpositivi a questa prima indagine sono stati
confermati con PCR, in accordo con il manuale diggno per animali acquatici (OIE, 2012). La
prevalenza diM. refringensper ciascuna zona di allevamento e per anno diepoeé stata
calcolata utilizzando un intervallo di confidenzel 85%. Nessun campione ha mostrato lesioni
macroscopiche caratteristiche di Marteiliosi; ahttario I'analisi microscopica delle impronte di
ghiandola digestiva ha mostrato cellule protozoatieMarteilia spp. a diverso stadio di
maturazione con una prevalenza totale del 3% (1%60). La percentuale di presenza di cellule
protozoarie per ciascun anno e per tutte le 6 dresllevamento analizzate & stata del 9,1%
(78/860) nel 2010, del 6,9% (63/900) nel 2011, 2)2P6 (20/900) nel 2012, dell’1,1% (20/1800)
nel 2013 e dello 0,6% (14/2100) nel 2014, mostramdandamento decrescente negli anni in cui e
stato condotto tale studio; la PCR ha confermatduiti i casi la presenza del genoma di
M. refringens

Tutti gli campioni analizzati nei diversi anni sonisultati positivi, anche se in percentuali divesrs

a dimostrazione della circolazione del parassitglinglevamenti presenti nel Mar Ligure di
Levante anche se non si é verificato nessun episddimortalita anomala riconducibile alla
presenza del parassita.
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LO STATO DI SALUTE DELLE RISORSE ALIEUTICHE
Raicevich S., Giovanardi O.

Istituto Superiore per la Protezione e la Riceraaldentale (ISPRA), Struttura Tecnico Scientific&€Hioggia - ISMAR-
CNR, Ancona

Le piu recenti valutazioni internazionali sullotstaelle risorse dell’Adriatico centro-settentritaa
(GSA 17) evidenziano la presenza di criticita pemumero elevato di stock ittici. Infatti, secondo
le valutazioni condotte dallo STECF della Ukcientific, Technical and Economic Committee for
Fisheried e dal GFCM della FAO General Fisheries Commission for the Mediterraean
riferimento agli anni 2012 e 2013 gli stock ittidi triglia di fango Mullus barbatu}, nasello
(Merluccius merluccids sogliola Golea solep acciuga Engraulis encrasicholys sardina
(Sardina pilchardus e pannocchiaSquilla manti} sono sfruttati esercitando una mortalita da
pesca (F) circa due o tre volte superiore a queila permetterebbe di conseguirdvibximum
Sustainable Yieldmassimo rendimento sostenibile). Tale condiziéne linea con le valutazioni
condotte precedentemente da ISPRA nell'ambito delituppo della MSFD Nlarine Strategy
Framework Directivi e delle sintesi realizzate con I'’Annuario Ambegdat (ISPRA, 2015), e si
inserisce in un quadro di generale sovrasfruttamegiaitivo al complesso delle risorse ittiche del
Mediterraneo (oltre il 90% degli stock commerciadiutati sono sovrasfruttati). Questa condizione
indica la necessita di agire rapidamente al finkerigeistino di una condizione di sfruttamento
adeguata alle effettive opportunita di pesca. lestu contesto generale si inserisce il processo di
revisione della Politica Comune della Pesca cheegle lo sviluppo di processi gestionali su base
regionale, la definizione di piani di gestione manali, la cosiddettéandings obligation ovvero
'obbligo di conferire a terra la porzione di ca#udi organismi sottotaglia catturati
accidentalmente durante le attivita di pesca.

Queste misure rappresentano da un lato una sfiddl peondo della pesca, e dall'altro una
opportunita di vedere rappresentate in ambito egde specificita locali del mondo della pesca.
In tal senso e pero necessario addivenire ad ucepso di tipo partecipativo che permetta di
includere le istanze degli operatori all'interno dn percorso che sia orientato verso il
raggiungimento degli obiettivi gestionali quant#fic secondo I'approccio corrente degliock
assessmentn questo contributo vengono evidenziate possiiniée di lavoro ed approcci che
possono concorrere a raggiungere gli obiettivi astsnibilith, con particolare riferimento agli
strumenti gestionali attualmente utilizzati, ovvémariduzione dello sforzo e capacita di pesca, le
innovazioni tecnologiche, il cosiddetto fermo bigitm e listituzione di aree marine protette.
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BIODIVERSITA® E FUNZIONALITA' DELL'ECOSISTEMA ADRIA  TICO: RUOLO
DELLE SPECIE NON INDIGENE

Del Negro P.

Sezione Oceanografia, OGS (Istituto Nazionale digdografia e di Geofisica Sperimentale), Trieste

Una delle grandi sfide per I'umanita nel terzo eriiio & la protezione della biodiversita. Le
comunita biologiche sono oggi sottoposte a procdsgrosione dovuti all'azione delluomo e
amplificati dalle modificazioni climatiche, con effi su scala locale e globale. La riduzione della
biodiversita, oltre a rappresentare una perditdanit termini di presenza e abbondanza di
determinate specie, indebolisce la capacita degpisistemi di adattarsi a nuove situazioni
ambientali, diminuisce la loro efficienza e stabikompromettendone la funzionalita.

La presenza di specie non indigene rappresentadefia piu preoccupanti minacce per il
mantenimento della biodiversita. La flora e la faulel pianeta si sono evolute nel corso di miliardi
di anni e gli oceani, i mari, le catene montuosdeserti e persino i grandi fiumi hanno creato
barriere fisiche allo spostamento delle speciefritmrendo in maniera significativa alla grande
biodiversita del pianeta e allo sviluppo di comanénimali e vegetali considerate tipiche di
particolari regioni o localita. Tuttavia in seguiadi'intervento umano sono cadute quelle barriere
naturali che avevano circoscritto lo sviluppo dirfl e fauna entro determinate regioni e le varie
specie stanno arrivando, accidentalmente o intaakitente, in localita distanti migliaia di
chilometri dal loro habitat naturale originario. imolti casi le specie alloctone si adattano a stent
al nuovo ambiente e si estinguono rapidamente litevalte riescono a sopravvivere, riprodursi e
insediarsi. In alcuni casi i nuovi arrivati si ids&no talmente bene da non rappresentare piu solo
una curiosita dal punto di vista biologico ma uesave propria minaccia, causando gravi danni agli
ecosistemi.

Il Mare Adriatico € un bacino soggetto a notevalegsioni, di tipo naturale e antropico, €
caratterizzato da una particolare morfologia e dacomplesso idrodinamismo. La funzionalita
dell’'ecosistema, che spesso ha visto lo sviluppemtbmeni anomali di grande portata, si basa su
equilibri complessi regolati dalla presenza di pewtoctone adattate alla grande variabilita del
contesto. Quest'area pertanto risulta particolatenesensibile a modificazioni strutturali delle
comunita presenti.
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GENOMICA AMBIENTALE PER LE ANALISI DELLA COMUNITAM  ICROBICA

Pallavicini A.

Dipartimento di Scienze della Vita, Universita di€Ete

L'utilizzo dei microorganismi in acquacoltura corh@mmarcatori o sentinelle molecolare, per il
biorimedio, come probiotici e come una fonte daett cibo per le specie in coltura si € espanso
nell'ultimo decennio. Nonostante tale crescita @ot dell’utilizzo dei microorganismi, moltissime
delle specie batteriche che interagiscono conteérsiscolturali e il loro ruolo in tali microcosmi
rimane ancora sconosciuto. Ad esempio solo il 9%He dspecie batteriche che prosperano in
moltissimi ambienti non sono direttamente coltuiabi quindi la diversita microbica non é
accessibile anche per attivita di ricerca di base.

La genomica, una volta semplicemente descritta donsforzo di sequenziamento di un singolo
organismo, € ora composta da vari elementi cheanerdi riempire le promesse scientifiche
partendo da dati di sequenze nucleotidiche e amlivaa conoscenze biologiche. Ad esempio la
biologia dei sistemi e la metagenomica sono dueletrpiu ambizione scienze genomiche. In
particolare la metagenomica viene anche definitmecgenomica ambientale o genomica di
comunita. Possiamo in pratica definirla come [I'@iatiella comunita microbica in maniera
indipendente dalla colturabilita.

Sono molte oramai le evidenze che rivelano comdivarsita microbica sia lontana dall’essere
sufficientemente descritta. Come detto prima, retdr e le condizioni di laboratorio per la
colturabilitd sono assolutamente insufficienti perstudio della diversita microbica. Per queste
ragioni la metagenomica puo fornire ulteriori detie permettono la comprensione della diversita
microbica che prospera negli impianti di acquacaltuE’ quindi ora possibile descrivere la
diversita dei microorganismi attraverso le analisile regioni ipervariabili dei geni 16S tramite
I'utilizzo di inneschi delle DNA polimerasi il pipossibile universali. Mentre nel caso di isolati
microbici I'informazione genomica deriva da un gil@clone e la gestione dei dati molecolari e
generalmente semplice, la metagenomica generaspati e parziali da una comunita microbica
eterogenea che puo contenere decine di migliaiapdcie a diversa rappresentativita. Questa
quantita di dati spesso rappresenta una sfidalpelagi e bioinformatici.

Gli impianti di acquacoltura di praticamente tugti animali appartenenti ai piu vari gruppi
tassonomici sono comunemente impattati da nuovensergenti patologie di origine batterica e
virale. In questo contesto le ricerche atte adtitieare il patogeno responsabile sono generalmente
pianificate in seguito ad un evento di mortalitpatologia conclamata. La metagenomica potrebbe
fornire I'opportunita di identificare nuovi ceppiatberici o virali prima che essi diventino dei
problemi per I'impianto. Gran parte dell'informam® conosciuta riguardante le dinamiche
microbiche di impianti di acquacoltura come quelii salmonidi, dei crostacei o dei bivalvi é
probabilmente solo una piccola frazione dell'imnmegtotale. Per quanto riguarda le epizoozie,
gran parte delle ricerca & solitamente focalizzaféa biologia dei patogeni, ma non c’é alcuna
informazione riguardo I'effetto dei patogeni suli@ersita microbica dell’ospite, oppure su qualche
possibile correlazione tra specifiche alteraziomiled diversita microbica dell’ambiente e/o
del'ospite che possano favorire la proliferaziored gatogeno. Un altro aspetto non ancora
considerato € che non ci sono studi di questortqpardanti gli efflussi provenienti dagli impianti

e rilasciati nellambiente oppure i cambiamentiatidnel biota naturale.
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ENCEFALO-RETINOPATIA VIRALE: NUOVE SFIDE ED OPPORTU NITA

Toffan A.*

Centro di Referenza OIE per I'Encefaloretinopatiaralé, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delleenézie, viale
dell'Universita, 10 - 35020 Legnaro, Padova, Italia

L'Encefalo-Retinopatia Virale (ERV), nota anche eoNecrosi Nervosa Virale (NNV) € una grave
condizione patologica causata da virus a RNA appertti alla famiglia Nodaviridae
Responsabile di epidemie a diffusione mondialellevamenti ittici, tale patologia & considerata
uno dei principali limiti all’'ulteriore sviluppo desettore, in particolare per I'area mediterranea.
Descritta per la prima volta all'inizio degli anii0, la patologia si € diffusa in modo rapido e
capillare in tutte le aree ad alta densita di alleenti ittici marini, colpendo principalmente gli
stadi larvali e giovanili di molte delle specieeaihte. Recentemente, la malattia € stata dederitta
episodi di mortalita in specie ittiche selvatichégune a rischio d'estinzione, aumentando cosi la
preoccupazione anche per lI'impatto della malatah selvatico. Inoltre, lo spettro d'ospite del
patogeno sembra in via di espansione interessardpre piu spesso anche specie d’acqua dolce
COsi come specie in passato considerate resistenti.

Nonostante i numerosi progressi fatti nella conosaedel patogeno e nella sua diagnosi, sono
ancora molte le lacune rimaste, soprattutto pentguaguarda I'ecologia e I'epidemiologia della
malattia. Infine, la mancanza di presidi immunizzasicuri ed efficaci rende difficile il
contenimento della malattia e dei danni economiiedsa causati. L'unica strategia ad oggi
attuabile in allevamento resta pertanto la prewwm&imediante il mantenimento di elevati standard
di biosicurezza.
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HEALTH SITUATION IN CROATIAN MARICULTURE
Colak St, Zrnei¢ S2, Orai D.2
1 CROMARIS, Zadar, Croatid&;Croatian Veterinary Institute, Laboratory for figtathology, Zagreb, Croatia

Cultivation of marine species, mainly European lsass Dicentrarchus labraxand Gilthead sea
bream §Eparus auratpis the most important aquaculture activity aldhg eastern Adriatic coast.
There are some twenty farms where Cromaris is ifpgebt one with annual production of 5600
tons. In addition to sea bass and sea bream, méagygosomus regiysdentex Dentex dentex
and European flatfishPgetta maximpare also cultivated on the Cromaris farms as rixgatal
production. Hatchery has capacity of 30-35 millidng The diseases are the most important
constraints of successful cultivation and in thagpgr we shall present diseases endangering the
Croatian mariculture industry. Still, one of the shamportant diseases is vibriosis caused by
Vibrio (Listonella) anguillarum followed by “myxobacteriosis” caused byenacibaculum
maritimum Vibrio harveyiwas found to be responsible for outbreaks of higle mortality in
Cromaris farms. Losses caused by parasites arempbrtance, especially by monogeneans
Sparicotyle chrysophriiand Diplectanum aequanscopepodLernanthropus kroyeriand isopod
Ceratothoa oestroideRecently, VER/VNN was introduced to several faramel the outbreaks
with significant mortalities were recorded. Therere/ no cases of betanoda virus infection on
Cromaris farms and all cases of diseases with tagical symptoms are submitted to virological
examination. In addition to the above listed padmglosses that can be attributed to insufficient
knowledge of the physiological requirements of newihtroduced species and eventually
implemented inadequate farming technology. Epidéogig clinics and management (prevention
and control) of each disease will be presented.
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PROBLEMATICHE SANITARIE NELLE SPECIE ITTICHE MARINE ALLEVATE IN
ADRIATICO

Fioravanti M.L*, Moscato M?*

! Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie, Almatéd Studiorum Universita di Bologna, Ozzano Em{&O):
2panittica Italia Soc. Agr. s.r.l., Torre Canne disano (BR)

L’allevamento di pesci marini nell'areale adriatiappare estremamente diversificato. Lungo il
versante occidentale del Mar Adriatico le attiypt@duttive di pesci marini sono rappresentate da
diverse avannotterie industriali consolidate e wotache di settori di preingrasso ed ingrasso site
in Friuli Venezia Giulia, Veneto e Puglia, da alcwallevamenti intensivi a terra con diversa
tipologia di vasche e da alcuni allevamenti in dabbiti rispettivamente nella parte piu
settentrionale del Mar Adriatico e lungo la costmlfese. Sono inoltre presenti numerosi sistemi
vallivi costieri, per la maggior parte estensivisldcati soprattutto nelle regioni italiane nord-
orientali. Per quanto concerne gli areali adriabgentali, va evidenziato come siano presenti
numerose realta di allevamento in gabbia lunga tlet costa, dall’Albania alla Slovenia, con
particolare concentrazione in Croazia. Ovviamentario scenario cosi diversificato le condizioni
ambientali e gestionali sono estremamente eteregeneendono difficile affrontare in modo
sistematico ed univoco anche le problematiche aamipiu frequenti e di maggior impatto nei
diversi sistemi d'allevamento e nei diversi areadlriatici. Vengono quindi qui riassunte le
principali problematiche sanitarie delle spigoldedle orate, specie ittiche maggiormente allevate
in Adriatico, rimandando alla presentazione oralednsiderazioni relative alla loro epidemiologia
ed al loro impatto nei diversi sistemi produttih linea generale, fra le malattie infettive di
maggior rilievo nell'allevamento della spigola vanannoverate I'Encefaloretinopatia virale da
Betanodavirus soprattutto negli stadi giovanili, la Fotobatbsii da Photobacteriumdamselae
subsp piscicida le Vibriosi sostenute ddibrio anguillarume daV. harveyj la Tenacibaculosi da
Tenacibaculum maritimure, seppur con carattere piu sporadico, le infézienRickettsialike
organisms (RLO) e le Micobatteriosi da micobattaipici. Fra le malattie parassitarie, raramente
correlate ad episodi di mortalita ma con effettyatévi sugli indici produlttivi, risultano frequera
Diplectanosi daDiplectanum aequanda Sferosporosi d&phaerospora dicentrarcldd in minor
misura le coccidiosi intestinali. In allevamentil deersante orientale sono descritte anche
infestazioni da crostacei quélernanthropus kroyere Ceratothoa oestroide$er quanto concerne
I'orata, negli ultimi anni appaiono di crescentgorianza soprattutto le malattie parassitarie, come
la Sparicotilosi daSparicotyle chrysophrie I'Enteromyxosi deEnteromyxum legeima anche le
infestazioni da trematodi Aporocotylidae e da mareg Gyrodactylidae soprattutto in allevamenti
in gabbia. Per quanto concerne le malattie bakteridi maggior rilievo, vanno annoverate la
Fotobatteriosi nei giovanili ed alcune Vibriosi sosite da specie non- anguillarum Andra
investigato in futuro il ruolo patogeno Bi damselaesubsp.damselagisolato spesso in corso di
episodi morbosi in questa specie ittica, e delf&mcisti daChlamydialike organisms (CLO). Fra

le problematiche sanitarie dell'orata vanno poiateit la Winter Disease, ad eziologia
multifattoriale/dismetabolica, in grado di causgravi perdite produttive e spesso associata ad
infezioni daPseudomonas anguilliseptica la Petechial Rash disease, di recente emergetiza
orate di taglia commerciale e ad eziologia ancemnasciuta. Diverse sono le considerazioni da
fare sulle avannotterie, dove i maggiori rischiigansono rappresentati dall’Encefaloretinopatia
virale e dalle infezioni batteriche sostenuteMilario spp., queste ultime fortemente condizionate
dalle condizioni igienico-sanitarie dell'alimentove. Con specifico riferimento al corrente anno,
caratterizzato da temperature molto elevate da dingno a settembre, va evidenziato come la
situazione sanitaria non abbia fatto registrare pgglodo estivo importanti episodi di mortalita
correlabili a malattie trasmissibili, diversamerttagli anni passati in cui erano stati osservati
numerosi casi di Encefaloretinopatia virale, Fottds@osi, Vibriosi, Tenacibaculosi, Enteromyxosi
ed altre infezioni parassitarie. A tal riguardgl@icazione piu stringente di misure di biosicumezz
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la conduzione di idonei protocolli vaccinali e laretta gestione degli impianti hanno sicuramente
contribuito ad attuare azioni piu efficaci di prez@ne e controllo.
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VACCINATION WITH EFFICACIOUS AND SAFE VACCINES, A H EALTH TOOL IN
SEA BASS AND SEA BREAM IN THE MEDITERRANEAN REGION

Majra C.*, Campbell D', Guijarro R

IResearch and Development departmBRIARMAQ AS, Oslo, Norway,*claudia.maira@pharmag.no

Good fish health with low incidence of diseasehie bverall objective in the farming of fish.
Diseases are still one of the most important chgs and vaccination is one of the most important
preventive measures in aquaculture.

Sea bass and sea bream commercial production i®entyr the main contributor to the
Mediterranean aquaculture industry. Bacterial anihl vdiseases have however become a
significant challenge. Photobacterium damselaeListonella anguillarum O1, Aeromonas
salmonicidaand VNN infections may cause massive mortality endsequently heavy economic
losses.

A general review of the process of vaccine devekmnfrom proof of concept, testing and
documentation of fish vaccines will be presented.

The efficacy and safety results from clinical sasdunder controlled and commercial conditions
performed with PHARMAQ sea bass products will diegoresented.
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