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Introduzione

| Dipartimento di Scienze Agrarie, degli Alimenti e dell’Ambiente, dell’Universita di Foggia e I'Istituto Zooprofilattico Spe-
Irimentale della Puglia e della Basilicata sono lieti di ospitare, per la prima volta nella citta di Foggia, il XXI Congresso Na-
zionale della Societa Italiana di Patologia ed Allevamento degli Ovini e Caprini (S.I.P.A.O.C.).
La scelta della citta di Foggia, quale sede del XXI Congresso, rappresenta un riconoscimento alle significative tradizioni di ri-
cerca della Capitanata sulle tematiche legate alla Zootecnia e alla Sanita dei piccoli ruminanti, grazie non soltanto alla presen-
za dell’Universita e dell’Istituto Zooprofilattico, ma anche dell’Unita di Ricerca per la Zootecnia Estensiva del Consiglio per la
Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura, nonché all’articolato panorama di imprese zootecniche e di qualificati professio-
nisti.
Tali aspetti, unitamente alle ricche e consolidate tradizioni storiche legate ai tratturi, alla transumanza, agli archivi storici e ai
documenti archeologici, fanno della Capitanata la cornice ideale per ospitare 'evento.

I1 XXI Congresso SIPAOC si articola in 11 eventi tra Tavole Rotonde, Workshop e Mini Simposi, e 8 sessioni scientifiche su ar-

gomenti di Sanita e Zootecnia.

Il presente Volume raccoglie le Relazioni dei seguenti Eventi:

1. Contributo dell’allevamento ovino e caprino all’emissione di gas serra ed effetti del cambiamento climatico sulle produzioni e
sulla salute in ambiente Mediterraneo

2. Proprieta dietetico-nutrizionali dei prodotti ovi-caprini ed effetto sulla salute umana

3. Aborti e malattie neonatali: nuovi aspetti di vecchie conoscenze

“Dambiente che non c’¢”. Quale zootecnia nei siti industriali e nei vari SIN del nostro Paese?

Il caso di Taranto e non solo...

Le nuove frontiere per lo studio delle patologie emergenti: tra genomica e proteomica

Malattie infettive e parassitarie e il paradigma della One Health

Strongilosi gastro-intestinali degli ovini e caprini e le nuove minacce

Monitoraggio del benessere nelle aziende ovine e caprine

La valorizzazione delle lane autoctone: allevatori ed esperti a confronto

10. La coccidiosi negli ovini in Italia: strategie di controllo e cura

11. Nuovi obiettivi e strumenti per la selezione degli ovini e caprini alla luce della nuova PAC e dello sviluppo delle scienze “omiche”

b
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11 Volume contiene inoltre gli Abstract di 59 Comunicazioni orali e 46 Poster.

Desideriamo ringraziare il Presidente e il Comitato Direttivo della SIVAR e il Direttore di Large Animal Review (LAR) per aver
reso possibile, anche per questa edizione, la pubblicazione del presente Volume sotto forma di supplemento della prestigiosa
rivista LAR (Supplemento 1 al n. 4 - Agosto 2014) e indicizzato su CAB abstract e GLOBAL HEALTH: si consente in tal modo
ai 143 contributi scientifici, sia Relazioni a Tavole Rotonde, Workshop e Mini Simposi (38), sia abstract di Comunicazioni ora-
li e Poster (105), qui editi, di godere di una visibilita anche internazionale.

Desideriamo, infine, porgere i nostri ringraziamenti a tutti i componenti del Consiglio Direttivo SIPAOC, per il loro invito ad
organizzare nella citta di Foggia il XXI Congresso SIPAOC e per il loro costante supporto nelle diverse fasi organizzative, tutti
i membri del Comitato organizzatore e scientifico, e infine gli Enti, le Fondazioni e le Aziende che, in diversa maniera, hanno
contribuito all’organizzazione di questo importante Evento.

Foggia, 9 Settembre 2014

I Presidenti del Comitato SIPAOC 2014
Prof.ssa Annunziata Giangaspero, Prof. Agostino Sevi
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Small ruminant greenhouse gas emissions,

with broaden focus on Italian sheep and goats
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ABSTRACT - World population of small ruminants exceeds 2 bil-
lion of heads. Thus, they can substantially contribute to emissions
of methane and other greenhouses gases (GHG). Estimates of live-
stock GHG emissions in Italy were carried out by using the average
emission coefficients suggested by the Tier 1 of IPCC (2006). These
estimates suggest that livestock contribute to 3.2% of total Italian
anthropogenic emissions. Sheep and goats contributed for about
9% and 1%, respectively, to total Italian livestock GHG emissions.
Recently, more detailed estimations were carried out in Italy for
sheep; the emissions per unit of product were equal to 3.2 and 23.5
kg of CO, eq. per kg of sheep milk and meat, respectively. These val-
ues are similar to those observed for sheep production in France.
On the other hand, French estimates for dairy goats suggest much
higher values than those obtained with IPCC (2006). In conclusion,
it appears that while available estimates for sheep are sufficiently ac-
curate, accurate estimates of GHG emissions of the Italian goat sec-
tor are still needed.

Key words: methane, small ruminants, non-CO, emissions.

INTRODUCTION - Sheep and goat makes 55% of global ruminant
domestic population (cattle, buffalo, sheep and goats), which in
2010 accounted for 3.612 million heads (FAO, 2012; available at
www.faostat.fao.org/site/569/default). Small ruminant products
constitute a relatively small share of globally-produced ruminant
meat and milk, being about 17% and 4%, respectively (Opio et al.,
2013). Globally goats produce 60% of the milk and 38% of the meat
from small ruminants, the remaining being produced by sheep
(Tab. 1; Opio et al, 2013).

Sheep and goats adapt very easily to different production condi-
tions, from arid to humid areas and from poor extensive produc-
tion systems to intensive ones. Despite their small contribution to
global milk and meat output, sheep and goat farming plays a large
socio-economic role in some specific economies, especially in de-
veloping countries (subsistence) or in Europe and Oceania (market
trade). In particular, in the Mediterranean region the majority of
sheep and all goats belong to dairy breeds, for which milk is the
main product and meat is a secondary product (Gerber et al.,
2013). Due to high specialization of breeds and farming systems, in
Western Europe small ruminants reach higher production levels
and efficiency and higher economic importance than in other tem-
perate areas or in most developing countries (Opio et al,, 2013).
Italy in particular plays an important role in the small ruminant
production sector, being one of the first world sheep milk produc-
ers and the top world sheep cheese exporter (FAO, 2012). In con-
trast, goat milk production in Italy is less important than in other
European countries, such as Greece, Spain and France, even though
goat milk production is continuously growing and that of sheep is
declining (FAO, 2012).

IMPORTANCE OF EMISSION ESTIMATIONS - Kyoto protocol
stimulated inventories of emissions of greenhouse gases (GHG)
and effective actions of mitigation strategies in each production
sector. Ruminant production has been identified as a significant
source GHG worldwide (Opio et al., 2013). Several studies have
been carried out in large and small ruminants to estimate livestock

emissions and main causative factors (Zervas and Tsiplakou, 2012).
GHG are usually express as CO, equivalents (CO,eq) depending on
their global warming potential relatively to CO,. Then GHG are to-
tal emission per unit of time of CO,eq or as carbon footprint, i.e.
total emissions per unit of product (e.g. kg of CO,eq/kg of milk).
Entire production processes, “from cradle to grave’, are studied with
protocols of Life Cycle Assessments (LCA) have been applied to
milk and meat production (Gerber et al., 2013). Their main goal is
to identify production systems and technical practices which allow
to use less natural resources per unit of product, reducing the food
production environmental impact.

At the same time consumers are paying, day by day, more atten-
tion to environmental friendly products and the concept of envi-
ronmental sustainability was included in industrial management,
considering low environmental impact as an added value for
products. Studies on small ruminant products also confirmed that
carbon footprints and GHG estimations may be used to inform
supply chain professionals about the relative impacts of different
products and activities.

The packaging carbon label could act in a similar way to many other
product labels, which assume that concerned consumers will prefer-
entially purchase goods with attributes of low carbon footprint that
they value (Edwards-Jones et al. 2008).

EMISSION SOURCES AND ESTIMATION APPROACHES -
Ruminants GHG emissions are mainly related to methane (CH,)
from enteric fermentation, methane from manure management
and to nitrous oxide (N,0) from manure management (Opio et
al., 2013). CO, absorption by plants and CO, emissions from ani-
mal respiration, manure and soils are usually not considered, in-
tending those as accounted for in the short term by the biogenic
carbon cycle.

Enteric methane is a secondary product of ruminal fermentation of
feeds produced by ruminal methanogen bacteria. Its production
and further elimination is considered a physiological need of rumi-
nants, because it helps to reduce the excess of rumen hydrogen that
is produced during fiber fermentation (Moss et al., 2000). Howev-
er, methane represents a loss of energy for animals, which can lose
from 5 to 10% of ingested gross energy due to removal of digestive
CH, by belching and flatulence. CH, emissions from manure derive
from anaerobic fermentation of manure organic matter during
storage. It shows a large variability of climatic origin, due to the
positive correlation of emissions with temperature. When manure
and urine are excreted on pasture, the aerobic conditions do not al-
low methane production (IPCC, 2006). N,O emission from manure
deposited on pasture derive from nitrification and denitrification
processes on excreted nitrogen. The represent the smallest part of
total gaseous N emissions from manure, corresponding to 1% and
2% of total N gaseous compounds in liquid and solid manure, re-
spectively. However, livestock total CO,eq emissions are also due to
emissions of N,0O and CO, from consumption of energy and fossils
fuels from: in-farm and off-farm feed production, pesticides and
fertilizers production and transport, refrigeration systems, milking
operations, slaughtering, milk and/or meat processing, waste man-
agement. They of course should be accounted for a complete LCA.
The International Panel on Climate Change (IPCC, 2006) defined
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specific standards to estimate CH, an N,O emissions from world
livestock species, providing guidelines with increasing degree of de-
tails (so called TIERs 1, 2 and 3). Considering that high variability
exists in small ruminants production systems (due to breeds, spe-
cialization, geographic and environmental conditions, available
feeds, management, etc.), a simple approach such as that used for
the TIER 1 of IPCC (2006) should be preferred and sufficient in
most countries for initial estimations (Zervas and Tsiplakou, 2012).
TIER 1 assumes fixed emission coefficients from each emission
source (enteric fermentation and manure management) that
should be multiplied by the average number of heads of a certain
animal population. Separate values for developed and developing
countries are suggested and the annual average air temperature is
also considered to correct for climate effects on manure manage-
ment emissions.

WORLD EMISSION FROM SMALL RUMINANTS - The latest
FAO report (Gerber et al., 2013) affirmed that 7.1 Gt of CO,eq per
year are currently emitted from the livestock sector, which repre-
sents 14.5% of total anthropogenic emissions. Of this amount,
small ruminants contribute for about 6.5%, corresponding to 475
million tons CO,eq, of which 299 million tons are allocated to meat
production, 130 million tons to milk production and 46 million
tons to other goods and services (Gerber et al., 2013; Tab. 1). Thus,
small ruminants contributes for less than 1% of total anthro-
pogenic emissions. As reported by Gerber et al. (2013), cumulative
world emissions attributed to milk production are similar for sheep
and goat, although emissions from meat production are much
higher for sheep than goats (Tab. 1). Considering the emission in-
tensity in terms of CO,eq. emitted per kg of small ruminant prod-
uct, sheep milk reaches higher values than goats (8.4 vs. 5.4; Tab. 1),
both for their lower production levels and higher milk solid content

Table 1 - Milk and meat yearly production from small ruminants
and their CO, equivalent emissions (adapted from Opio et al., 2013).

Production Emissions of CO, eq.
Species
Milkk  Meat Milk Meat Milk Meat
UM Million tons Million tons kg/kg of product
Sheep 8.0 7.8 67.4 186.9 8.4 24.4
Goats 11.9 4.8 62.4 112.5 5.2 23.5
Total 20 12.6 129.8 299.2 6.5 23.8

Enteric metane

Applied manure nitrous
oxide

Feed carbon dioxide

Fertilizer nitrous oxide

Manure nitrous oxide

Manure methane

Direct and indirect
energy

Postfarm carbon dioxide

0 20 40 60
Emissions of CO,eq., % of total

Figure 1 - Emission source contribution to small ruminant CO,eq
for meat and milk production (adapted from Fig. 14 of Gerber et al.,
2013).

in respect to goats (Opio et al., 2013). Values close to 24 kg/kg of
meat were obtained both for sheep and goats (Tab. 1).

In the latest FAO report on climate change (Gerber et al., 2013),
over 55% of emissions from small ruminant milk and meat pro-
duction were attributed to enteric fermentations and about 35% to
feed production, whereas emissions from manure were very low be-
cause excreta are deposited on pasture (Fig. 1). Prevalence of
methane on total emissions was already noticed for dairy cattle, al-
though with incidence lower than 50% (Gerber et al., 2013).
ITALIAN EMISSIONS FROM SMALL RUMINANTS - A quan-
tification of GHG emissions for Italian livestock species was car-
ried out by Pulina et al. (2012). In Tab. 2 the main results of the
GHG emissions quantification are reported. Estimation method
was the TIER 1 of IPCC guidelines (IPCC, 2006). Values suggest-
ed for developed countries of Tab. 10.10, 10.15, 10.19 of Volume 4
of Chapter 10 were applied (IPCC, 2006). Livestock consistency
was gathered from ISTAT annual inventory of sheep and goat for
the year 2009, with a regional detail (Tab. B04; annual inventories
of ISTAT, 2009: available from http://agri.istat.it/jsp/dawinci). To
account for differences in weight and days of presence in the na-
tional flock, animal population was adjusted considering the ap-
proach proposed in the section 10.2 of IPCC (2006) guidelines.
National flock profile and animal weights were assumed to have
the same profile both for sheep and goats within categories. A
standard profile of 100 mature female, 18 replacement young an-
imals and 2.5 adult males was assumed. Weight of adult female,
young and male were considered equal to 55, 25 and 70 kg, re-
spectively. Animal population inventory resulted in about 1 mil-
lion goats and 8 million sheep (Tab. 2). Considering that in Italy
total anthropogenic emissions were equal to 541 tons x 1000 of
CO, eq., Pulina et al. (2012) estimated that the overall livestock
sector contributed for about 3.21%. These data confirmed the val-
ue for the Italian livestock sector of 3.22% of total GHG, obtained
in a previous estimation of ISPRA (2010; Available from:
http://www.isprambiente.gov.it/site/it).

Emissions were attributed to dairy cattle for 56%, beef and double
purpose cattle for 18%, swine for 12%, whereas buffalo, equines,
poultry and rabbit contributed for the remaining 4%.

The contribution of small ruminants to GHG emissions was equal
for goats to 119’000 tons and for sheep to 1’515°000 tons of CO,eq,
i.e 0.68% and 8.72% of total national livestock emissions, respec-
tively (Tab. 2).

Sheep and goat population was principally distributed in Center
and South Italy. In particular, the island of Sicily and Sardinia ac-

Table 2 - Total emissions of CH, and N,O from ltalian livestock re-
ported by Pulina et al. (2012). The estimation was carried out with
TIER 1 of IPCC (2006). Emissions were expressed in tons x 1000 of
CO.eq. (1 CO, eq = 25 CH, = 298 N,0O).

Species Heads CH, fro.m CH, from  N,O from Total
X1000 enteric  manure manure CO, (%)
Cattle 6’283 9'002 3483 391 12’876 (74.1)
Meat 2’789 2'443 598 69 3110 (17.9)
Milk 3494 6’559 2’885 322 9’766 (56.2)
Buffalo 294 330 32 17 378 (2.2)
Sheep 7874 1°431 34 50 1’515 (8.7)
Goats 961 109 3 7 119 (0.7)
Swine 9'273 248 1812 82 2'142 (12.3)
Equine 350 117 13 4 134 (0.8)
Rabbit 100’000 81 46 13 140 (0.8)
Poultry 171’343  0.01 12 62 74 (0.4)
All 296’378 11’318 5433 626 17°377
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counted for about half of the Italian small ruminant population
(Tab. 3). Livestock production systems in these regions are princi-
pally mixed dairy systems. Emission coefficients were then applied
to the regional values of adjusted animal population, which was es-
timated equal to 91% of the ISTAT (2009).

Emissions originated by emitted methane for 96.7% and 94.4% for
sheep and goats, respectively. In particular, enteric methane con-
tributed to 94.4% and 92.0% of total emissions of sheep and goats,
respectively. It results to a mean of 195 kg and 125 kg of CO,eq for
average head of sheep and goat, respectively. It reflected the yearly
coefficients of enteric methane suggested by TIER 1 of IPCC
(2006), 60% higher for sheep than goats. FAO (2009; available at
www.faostat.fao.org/site/569/default) estimations for small rumi-
nant products in Italy for the year 2009 were equal to:

- 440’668 and 56’696 tons of sheep milk and meat, respectively.
Considering two thirds of the national population destined to milk,
as reported by FAO (2009), the intensity of emissions is about 2.75
and 5.56 kg of CO,eq per kg of sheep milk and meat respectively;

- 22’592 and 2’355 tons of goat milk and meat, respectively. Con-
sidering two thirds of the national population destined to milk, as
reported by the same FAO (2009), the intensity of emissions result-
ed 3.7 and 15.1 kg of CO,eq per kg of product for sheep milk and
meat respectively.

The obtained values of CO,eq. emissions for sheep and goat prod-
ucts resulted lower than the average world emission intensity re-
ported in Tab. 1, as expected for Western Europe (Opio et al., 2013).
However, those values were higher than average values of 2 and 7 kg
of CO,eq for kg of small ruminant milk and meat in Western Eu-
rope, respectively (Figures 13 and 15; Gerber et al., 2013).

CONSIDERATIONS ON ENTERIC EMISSIONS - Enteric methane
can be considered the most important component of small rumi-
nant emissions. Emissions from manure, mainly unmanaged excre-
tions on pasture, can be considered as negligible. In the study of
Pulina et al. (2012) methane enteric emissions were equal to 7.37
kg/y and 4.61 kg/y for the average sheep and goat, respectively.

A recent quantitative inventory, based on a detailed TIER 3 ap-
proach (IPCC, 2006), was carried out by Vermorel et al. (2008) for
French livestock, considering the national population number and
profile (Tab. 4). They obtained an average value of 7.3 and 11.9 kg/y
of methane per average sheep and goat head, respectively. Consid-
ering the level of detail pursued in the inventory and the similari-
ties in climate and livestock systems between Italy and France, val-
ues of Vermorel et al., (2008) might be considered more reliable
than values suggested by TIER 1 in order to perform estimations in
Western Europe production conditions.

ADVANCES ON THE PREDICTION OF SHEEP EMISSIONS
- The values of emissions of 7.4 kg of methane per average head
obtained by Pulina et al. (2012; Tab. 3) with Tier 1 were very
similar to those of 7.3 obtained by Vermorel et al. (2008; Tab. 4)
by using Tier 3.

An additional detailed estimation of sheep sector in Italy with a
TIER 3 approach was performed by Atzori et al. (2013a). The study
was conducted by an estimation of the population profile of Italian
sheep population accounting for differences at regional level of:
consistency, incidence of milk and/or meat production specializa-
tion, morphological and productive characteristics of raised sheep
breeds, livestock systems and dietary factors. The inventory con-
firmed the values of Vermorel et al. (2008) regarding enteric emis-

Table 3 - Emissions of methane (CH,) from enteric fermentation and methane and nitrous oxide (N,O) from manure estimated for goat and
sheep raised in Italy by Pulina et al., (2012). The estimation was carried out with the TIER 1 of IPCC (2006), using consistencies reported by
ISTAT (2009). Emissions were expressed in tons x 1000 of CO,eq. considering that 1 CO, eq = 25 CH, = 298 N,0.

GOATS

Region Goat, enteric manure manure  Goat

heads CH, CH, N,O CO.eq
Piemonte 43’494 4.94 0.128 0.303 5.372
Valle Aosta 2’866 0.326 0.008 0.02 0.354
Lombardia 54’339 6.172 0.16 0.378 6.711
Liguria 8’340 0.947 0.025 0.058 1.030
Trentino A.A. 25’185 2.861 0.074 0.175 3.110
Veneto 9’556 1.085 0.028 0.066 1.180
Friuli-V.G. 5’216 0.592 0.015 0.036 0.644
Emilia-R. 8’796 0.999 0.026 0.061 1.086
Toscana 12’977 1.474 0.038 0.090 1.603
Umbria 7’184 0.816 0.021 0.050 0.887
Marche 6’691 0.760 0.020 0.047 0.826
Lazio 38’194 4.338 0.113 0.266 4.717
Abruzzo 12’578 1.429 0.037 0.088 1.553
Molise 9’703 1.102 0.029 0.068 1.198
Campania 48’106 5.464 0.142 0.335 5.941
Puglia 47°996 5.452 0.142 0.334 5.928
Basilicata 101’383  11.516 0.299 0.705 12.521
Calabria 158’075  17.956 0.467 1.100 19.523
Sicilia 124’707  14.165 0.368 0.868 15.402
Sardegna 235’564 26.758  0.696 1.639  29.093
Italy 960’950 109.15 2.84 6.69 118.68

SHEEP
Sheep, enteric manure manure Sheep Total
heads CH, CH, N,O CO.eq CO.eq
85605 15.558 0.370 0.544 16.472 21.844
2360 0.429 0.01 0.015 0.454 0.808
90670 16.479 0.391 0.577 17.447 24.158
21588 3.923 0.093 0.137 4.154 5.184
58799 10.686 0.254 0.374 11.314 14.425
29825 5.421 0.129 0.19 5.739 6.919
5423 0.986 0.023 0.034 1.043 1.688
89292 16.228 0.385 0.568 17.182 18.268
580517 105.505 2.506 3.692 111.703  113.306
171353 31.142 0.740 1.090 32.972 33.859
182773 33.218 0.789 1.163 35.169 35.996
760692 138.251 3.283 4.838 146.373 151.09
196405 35.695 0.848 1.249 37.792 39.346
158379 28.784 0.684 1.007 30.475 31.674
262407 47.691 1.133 1.669 50.492 56.434
237876 43.232 1.027 1.513 45.772 51.7
377902 68.681 1.631 2.404 72.716 85.237
255717 46.475 1.104 1.626 49.205 68.728
801308 145.633 3.459 5.097 154.188 169.59
3505217 637.051 15.13 22.295 674.476  703.568
7874108 1’431 34.00 50.00 1’515 1°633.8
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Table 4 - Estimation of enteric methane emissions for French sheep and goats adapted from Vermorel et al., (2008).

SPECIE SHEEP
uegery S e o
Dairy female 70 kg* Mature 14.4
Other female 65 kg Mature 11.0
Male Mature 14.7
Lambs/kids <42 4-6 0.8-1.5
Replacement 13-15 7.6-93
Average 7.3

*220 kg/y of milk yield; ** 650 kg milk at 3.5% fat.

sions of methane per lactating dairy sheep (13.6 kg/y vs. 14.4 kgly
of Vermorel et al. (2008)) but predicted higher emissions than for
these authors for mature meat sheep and for the average sheep (15.8
and 9.6 and kg/y of methane for adult meat sheep and the average
sheep, respectively). Meat sheep reached higher values than dairy
sheep because of their bigger body size and their higher forage to
concentrate ratio in the diets. The inventory lead to an estimation
of the contribution of the Italian sheep sector equivalent to 13% of
total national livestock emissions. Emission intensity for dairy
sheep was equal to 3.2 kg of CO,eq per kg of fat and protein cor-
rected milk with 6.5% fat. Emission intensity calculated on meat
breeds was 23.5 of CO,eq per kg of produced meat, value similar
with those for sheep meat production estimated in Europe (Ripoll-
Bosch et al., 2013; Jones et al., 2013). Simulations on high special-
ized dairy sheep farm, following a partial LCA approach “from cra-
dle to farm gate” (accounting for enteric and, manure emissions,
produced and purchased feed and energy emissions) were pub-
lished by Atzori et al. (2013b). Emissions intensity ranged from 3.2
kg of CO,eq./kg of sheep milk (6.5% of fat) in extensive farms us-
ing only pasture (140 kg/y of milk per present sheep) to 2.5 kg of
CO,eq./kg of milk in intensive system with confined sheep (230
kg/y of milk per present sheep).

ADVANCES ON THE PREDICTION OF GOAT EMISSIONS -
The values obtained by Vermorel et al. (2008) for goat enteric
emissions were more than two times higher than those based on
TIER 1 of IPCC (2006). Indeed, the Tier 1 estimates are definitely
too low in comparison with sheep values, considering that dairy
goats are often much more productive than sheep. It is possible
that indigenous goats and not specialized dairy breeds were con-
sidered in the coefficients suggested by IPCC (2006). If the French
values were used to predict methane emissions of Italian goats, the
total CO,eq emitted by goats would be equal to 295.400 tons per
year, which corresponded to an estimate 2.5 higher than the val-
ues estimated by Pulina et al. (2012). By allocating total Italian
goats emissions for 2/3 on the milk produced and 1/3 on the meat
produced, as suggested by FAO, the carbon footprint would be
equal to 9.1 and 37.6 kg of CO,eq per kg of milk and meat, re-
spectively. These values are much higher than those expected in
Western Europe by Gerber et al. (2013). Estimations of Vermorel
et al (2008) were carried out on high producing animals with high
milk specialization (650 kg/y of milk per goat), whereas national
(Italian) estimation of FAO corresponded to about 40 kg/y of milk
per producing goat. This value appears to be very low and surely
markedly underestimated. From these evidences it is clear a more
detailed estimation of emissions are needed for the Italian goat
sector, considering accurate milk and meat production levels for
the main Italian production systems.

CONCLUSIONS - Small ruminant production is very important
in Italy for economic, social and landscape preservation aspects.
Based on simplified estimates based on Tier 1 of IPCC (2006), it

GOATS
Pop. Size Age CH, Pop

% kg months kagly %
22 65 Adult 14.3 83
58

3 90 Mature 13.5 3
5 60 Various 9.1 5
12 <40 <12 5.0 9

11.9

appears that greenhouses gas contribution of Italian sheep and
goats is low if compared to the emissions of other Italian livestock
species. In Italy, detailed surveys were carried out for sheep, with
estimated emissions comparable with those estimated in France
for the sheep production sector. On the other hand, French esti-
mates for dairy goats suggest much higher values than those ob-
tained with IPCC (2006). Thus, it appears that accurate estimates
for the Italian goat sector are needed to properly quantify its emis-
sions of GHG.
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INTRODUCTION - Global livestock agriculture is responsible for
approximately 18% of global anthropogenic greenhouses gases
(GHG) emissions and the FAO report “Livestock Long Shadow”
implies that livestock sector increasingly competes for scarce re-
sources and causes a severe impact on air, water and soil. Since then,
several groups have rebutted that report and provided reduced esti-
mates of impact of livestock agriculture on GHG emissions (EPA
2011, Ripoll-Bosh et al., 2013).

The main GHG (Fig. 1) in livestock are carbon dioxide (CO,),
methane (CH,) and nitrous oxide (N,0), expressed in CO, equiva-
lents (CO,-eq) based on following factors: 1 for 1 kg of CO,, 25 kg
for 1 kg of CH,, and 298 for 1 kg of N,O (Ripoll-Bosh et al., 2013).
Although enteric CH, generated in the gastrointestinal tract of ru-
minant is the single largest source of anthropogenic CH,. Life cycle
assessment (LCA) is an internationally accepted, standardized
methodology for qualifying GHG emissions of diverse animal pro-
duction systems during the entire life cycle of a product (ISO 2006).
The product in an LCA not only refers to a material products, such
as meat or wool, but also to services, such as landscape conserva-
tion. But LCA still presents significant challenges, in particular
when referred to agriculture, in fact it has to be considered also the
multiple-outputs like services or benefits delivered by some farm-

ing systems to society considered as non-marketable public goods.
Ruminant also are very capable of converting the human-inedible
by-products of food production into high-quality human food. For
this reason ruminant livestock will play a crucial role in future glob-
al food security because far more grazing land exists, unusable for
human food, than cropping land (Gill et al., 2010) and ruminant
animal can transform pasture into high-quality human food
(Knapp et al., 2014).

Intensifying animal production is generally advocated to mitigate
GHG emissions associated with production of animal-source food
(Steinfeld et al., 2010). However, in Mediterranean areas, in partic-
ular for sheep, farming systems, are characterized as extensive or
low-input (linked to natural and semi-natural areas through graz-
ing or shrubs, forest pasture and alpine grasslands). In this exten-
sive system, sheep, but are able to add value-to a range of by-prod-
ucts from winter cereals production (residues remaining on-field,
after harvesting, stubbles and failed crops) (Ripoll-Bosh et al.,
2013). Moreover this pasture-based sheep farming systems con-
tribute to control the process of abandonment, afforestation and
encroachment of unfavorable Mediterranean marginal areas
(Bernués et al., 2005). This is and important function that, beside
the primary function of sheep farming, actually producing lamb
meat, as to be considered. In fact, the extensive system can con-
tribute to biodiversity preservation, management of renewable nat-
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Figure 1 - Schematic representation of sheep

farming systems (From Jones et al., 2014).
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ural sources, conservation of cultural landscapes to the socio-eco-
nomic viability of many rural areas, especially in marginal areas or
less favored areas. These other functions of sheep farming systems
are often ignored when comparing emissions of greenhouse gases
among system differing in intensity, which might favor intensive
systems.

Concerns over the contribution of the livestock farming to mitigate
global warming have prompted to a number of studies at improv-
ing the scientific knowledge regarding the GHG emissions by live-
stock at global, national local levels (Patra, 2014). The aims are to
improve feed efficiency, animal welfare and the nutritional quality
of milk and meat to mitigate the emissions of greenhouse gases in
particular from the dairy farms.

At the time, the possible solutions to mitigate greenhouse gases
emissions are classifiable in two main categories:

- genetics improvement approach;

- farming systems.

GENETIC IMPROVEMENT APPROACH - Differences between
individual animals in plant selection during grazing, rumen diges-
tion retention rate, and host-microbe interactions may be heritable
and this amenable to genetic selection for animal with less enteric
CH, emission per-day or per DMI basis (Knapp et al., 2014). The
high individual variability in CH, measurements and the poor re-
peatability of the data obtained, could limit the selection schemes
based on this. Genetic selection schemes for CH, emission reduc-
tion have been used but the relation between the CH, emission and
animal growth has not been evaluated. Anyway widespread consen-
sus exists that increasing the productivity of an animal will decrease
the proportion of CH, per unit of product. The Environmental
Protection Agency has stated that “Improving livestock productivity,
so that less CH, is emitted per unit of product, is the most promising
and cost-effective technique for reduce emission” (EPA, 2005).
Production efficiency can be improved by genetic selection and
management practices but it is important to evaluate his aspect in
terms of herd-productivity basis and not only examined on an in-
dividual animal. The classical breeding selection methods can al-
low ameliorating milk or meat yield per sheep for example selec-
tion for residual feed intake or residual solid production could di-
lutes the maintenance energy cost and increase gross energy effi-
ciency. Moreover genetic approaches that improve health, disease
resistance, reproduction, and tolerance to heat stress will lead to
increase in individual lifetime and flock productivity and indi-
rectly reduce CH, emission per unit of product. In addition it has
to be said that ruminant animals and microbes (bacteria, proto-
zoa, fungi and Archea) have evolved together, filling a niche based
on the conversion of complex plant carbohydrates to energy that
is beneficial to both animals and symbionts. A best knowledge
about rumen microorganism could highlight the digestion
process and CH, emissions. In fact, there are a lot of unidentified
microorganism that may explain the lack of predictability in the
effects of various rumen manipulations that has been observed in
the past experiments.

To date there are numerous molecular biology methods and molec-
ular markers to study genome diversity in sheep and in microbio-

ma. The availability of high throughput sequencing tools offer the
opportunity to deeply investigate animal genome and transcrip-
tome, describing more in details the variable structure of genotype
among animals of the same species. The biological basis of the nov-
el traits and of nutritional and hygienic quality of milk and meat
are investigated at a molecular, cellular and genome levels, includ-
ing microbiota evaluation. The main problem that has to be solved
concerns the phenotypic data measurements.

In fact, phenotypic are often described by means of a set of bio-
markers measured in milk, urine, hair, plasma and faeces and asso-
ciated with genomic date measured on the same animal and they
are the limiting factors since the measurements, mostly in extensive
farming system, are difficult to achieve. A set of biomarkers already
considered in literature as indexes of feed and metabolic efficiency
can be used as indirect measures (beta hydroxybutyrate - BOHB -
in plasma and milk, urea in plasma and milk, purine derivatives -
PD - in plasma and urine). Other biomarkers for stress response
and animal efficiency can also be considered, according to new in-
formation published in the literature. The description of the new
phenotypes is completed with productive data, as milk yield, milk
quality and hygiene, body condition score (BCS). All the biomark-
ers describe above togheter with others EBV could improve knowl-
edge about GHG emissions in ruminants.

Many researchers in many countries are involved in projects, most-
ly in the cow, to investigate novel phenotype to indirect measure
CH, or different methods to measure directly the phenotype asso-
ciated with this trait.

Pinares-Patifio et al. (2013) studied the heritability of methane
emission from sheep. They showed that g CH, per day and g CH,
per unit of ingested feed (expressed in kg) are both heritable and re-
peatable traits. Even though variation in intake has accounted for a
significant fraction of the phenotypic and genetic variation in CH,
emissions, there remains a component that is independent of intake
and offers hope for genetic selection as potential option to reduce
emissions.

FARMING SYSTEMS - It has already said that, mostly in
Mediterranean areas like the South of Italy, sheep farming systems
are characterized as extensive. Sheep in extensive farm systems have
a low reproduction rate. In Ripoll-Bosh et al., (2013) paper com-
parison of GHG emissions among pasture-based (farm located in
alpine mountains; low-intensive or traditional reproductive man-
agement, with one lambing per ewe per year; freely grazing, except
during lactation and occasionally in the winter) mixed sheep-cere-
al (mid-altitude; mid-intensive reproduction management, with
three lambings per ewe every two years; daily grazed with shepherd
and kept indoor at night and during lactation; fed using cereal
grains or concentrates derived from winter cereals) and zero-graz-
ing (low altitude; high-intensive reproduction management, with
five lambings per ewe every three years; fed with total mixed ration)
systems.

Results show (Tab. 1) that the pasture-based system emits more
GHGs per Functional Units (FU = one kg of lamb live weight)
than mixed and zero-grazing systems due to lower productivity,
lower breeding efficiency and daily weight gains. The main GHG

Table 1 - GHG emissions (CO,-eq/Kg) with or without Ecosystem service allocation for lamb live weight of lamb meat contribution (%) of

CO,, CH, and N,O total GHGs (From Ripoll-Bosh et al., 2013).

Without ES allocation

With ES allocation Contribution

kg lamb live weight kg lamb meat kg lamb live weight kg lamb meat CO, CH, N,O

(CO,-eq/kg) (CO,-eq/kg) (CO,-eq/kg) (CO,-eq/kg) (%) (%) (%)

Pasture-based 25.9 51.7 13.9 27.7 7.9 61.6 30.5
Mixed 24.0 47.9 17.7 35.4 21.0 57.6 21.4
Zero-grazing 19.5 38.9 19.5 39.0 29.1 59.4 11.5
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in lamb meat production in CH, and it depends on animal type
and size, and on feed intake and its digestibility. In Ripoll-Bosh et
al. (2013) the fraction of CH, emissions remained steady across
systems as diets showed similar digestibility rate across systems,
since zero-grazing systems used by-products instead of concen-
trate, while emission of CO,, related to combustion of fossil flues
increased according to the degree of intensification (zero-grazing
systems have the higher consumption associated to cultivation
and transports) and emission of N,O decreased according to the
degree of intensification (deposition of manure directly on pas-
ture is related to high N,O emission) (Tab 1). Including the cul-
tural ecosystems services as part of the Functional Unit delivered
by each sheep farming systems, increase GHG emission per kg of
lamb meat according to the degree of intensification (lowest for
pasture-based, intermediate for mixed and highest for zero-graz-
ing systems).

CONCLUSIONS - The premise is that, even though the pasture-
based sheep farming system emits more GHGs per Functional Units,
extensive systems also provide other important functions to socie-
ty, like biodiversity and landscape conservation, CLA content in
cheese, that are worthy to account. In fact, when considering for
these functions, GHG emissions per kg of product increase accord-
ing to the degree of intensification.

The strong links between the extensive livestock production and the
provision of diverse ecosystems services, mostly in the marginal ar-
eas, need to be considered as cultural ecosystem services that trans-
late external no-market values into real financial services to the
global economy.

In the same time the pasture-based sheep efficiency could amelio-
rate improving traits easy to measure like fertility and longevity.
This will bring a reduction of animal farmed. But this reduction
means a decrease of cultural ecosystem services since it is known
that animal, only in the right number, will preserve landscape by
grazing. To keep both, mitigation of GHG emissions and high
ecosystems services, next to the traits that improve sheep farming
systems like resistance disease, number of lamb per ewe, breeding
ewe replacement rate, also animal efficiency in feed conversion rate
has to be considered including feed intake measures and all the in-

direct measurement of phenotypes (like biomolecules associated
with genomic date measured).
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1 - INTRODUCTION - It is now widely accepted that climate
change is happening and that it represents one of the greatest threats
faced by our planet, its population and economies (Skuce et al.,
2013). The rate of change in climate is faster now than in any peri-
od in the last 1000 years. According to the United Nations Intergov-
ernmental Panel on Climate Change (IPCC), in 90 years, average
global temperatures will increase between 1.8°C and 4.0°C (Yatoo et
al,, 2012). These changes will have a direct and indirect impact on
livestock farming systems. Therefore, there is a need to remain vigi-
lant to such changes, through enhanced veterinary investigation and
disease surveillance services.

Small ruminant farming, as with all livestock species, has a prominent
role in the sustainability of rural communities around the world, as
well as being socially, economically and politically highly significant at
national and international levels (Morgan et al., 2013).

The direct effects of the predicted changes in climatic conditions,
weather, frequency of extreme events and altered thermal envi-
ronments will potentially have an impact on livestock production
efficiency and through the imposition of stress, resulting in con-
sequences ranging from increased mortality to stress-induced
pathologies, altered disease resistance and poor welfare. Livestock
will also be affected indirectly through an increased exposure to
diseases, (Skuce et al., 2013), especially infectious and parasitic
diseases. Climate change has well-documented effects on the life
cycle and geographical distribution of insects and ticks, and,
therefore, on arthropod-borne infections (mainly virus, bacteria,
protozoa). However, less attention has been given so far to the ef-
fects of climatic changes on helminth infections, as those caused
by gastrointestinal (GI) strongyles, as well as liver and rumen
flukes. These parasitic infections remain one of the main con-
straint on health and productivity in sheep farms worldwide (Ri-
naldi and Cringoli, 2014). Also, some of these parasitic species
may also provoke high mortality rates, particularly in young ani-
mals. Different genera of GI strongyles (e.g. Teladorsagia,
Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus, etc.) and
rumen/liver flukes (Fasciola hepatica, Dicrocoelium dendriticum
and Calicophoron daubneyi) are highly prevalent in sheep farms in
Europe (Rinaldi and Cringoli, 2014). The ranking of GI strongyles
and flukes as one of the top cause of lost productivity in small and
large ruminants by the recent DISCONTOOLS programme
(http://www.discontools.eu/home/index) witnesses the increasing
EU’s consideration of the impact of these parasites upon animal
health, welfare and productivity.

For the above reasons, monitoring and surveillance of these
helminth infections in sheep farms is of great importance, with the
final goal of setting up sustainable and effective control strategies.
The control of parasitic diseases, especially for those caused by GI
strongyles, is generally achieved by frequent administration of an-
thelmintic drugs to suppress egg output and consequently infection
pressure (Morgan and van Dijk, 2012). The spread and increasing
prevalence of anthelmintic resistance, however, threatens the effica-

cy of this approach and the sustainability of helminth control in
sheep (Morgan and van Dijk, 2012). Therefore, there is increasing
interest in alternative methods of control, including targeted (selec-
tive) treatments (TT/TST) where anthelmintic treatment is timed
with epidemiology of these parasites. Obviously, this approach re-
lies on good understanding of the epidemiology of helminth infec-
tions which is driven mostly by climate, land cover/land use and
management factors.

Levels and seasonal patterns of parasites challenge to livestock are
likely to be affected by climate change, through direct effects on life
cycle stages (eggs and larvae) and intermediate hosts (for flukes)
outside the definitive host (Morgan and van Dijk, 2012). An in-
creased number of generations and prolonged periods during
which conditions are favourable for survival and transmission
would be expected to increase potential parasite temporal availabil-
ity. Similarly, warmer temperatures might be expected to change the
geographic distributions of many species of GI strongyles (Morgan
and Wall, 2009) and also flukes.

The spatial distribution of different species and typical faunal com-
position in any given area in Europe vary as a function of climate.
Nevertheless, it is impossible to understand and, therefore, much
less to predict, these patterns without taking into account sheep
management systems and husbandry, which also vary spatially and
are themselves strongly influenced by climate (Morgan and van
Dijk, 2012). In fact, host-parasites interactions will not only be di-
rectly affected by climate change but also through alterations to
farm management.

There is a need to create a bridge between the atmospheric sciences,
geography, ecology, other more spatially-based sciences, and the
natural resource management and planning communities. This re-
quires the representation of complex physical processes as weather
forecast and climate system models, which are used to project fu-
ture climatic conditions and their impact upon innumerable social
and environmental processes (Rong and Fennech, 2007).
GEOSPATIAL HEALTH - The effect of climatic changes on para-
site distribution should be studied using geospatial tools (e.g. GIS,
remote sensing, virtual globes, spatial statistics, ecological niche
models, etc.) for the integrated mapping, monitoring and surveil-
lance (Cringoli et al., 2013). The advantage of mapping the location
of livestock farms and of studying the spatial distribution of infec-
tions is clear since it enable to understand the effects of climatic
changes and to focus intervention strategy in a sustainable way.
Geospatial tools have now become an integral part of epidemiolo-
gy and surveillance by driving systematic collection, analysis and
interpretation of health data. Translational research has rapidly
evolved from approaches requiring specialists in GIS and remote
sensing technology to a level where it has become a normal part of
health planning and implementation of disease control pro-
grammes (Cringoli et al., 2013). Compared to the past decades, the
situation is improving with the development of open-source soft-
ware for GISs (e.g. QGIS), online data warehouses containing freely
available geospatial data and increased training opportunities in
geospatial sciences.
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Furthermore, the ability to define the distribution of infections at
regional, national and subnational levels has been enhanced greatly
by the increased availability of good quality survey data combined
with the use of sophisticated model-based geostatistics, enabling
spatial prediction in unsampled locations. Hence, Bayesian geosta-
tistical models are increasingly being used in human and veterinary
epidemiological studies to estimate parasitic risk profiling at high
spatial resolution.

Also, WebGIS tools have become increasingly popular as a result of
advances in computer technologies, improved and established geo-
graphical standards which have helped the dissemination of spatial
data to different audiences, and the shift from expert tools to com-
munity-based tools that are accessible to a wider range of users.
Closely related to (simple) web-based GIS tools are spatial decision
support systems (SDSS), i.e. interactive GIS-based platforms (in-
cluding integrated database management systems) that are de-
signed to support place-based decision making at the various stages
of a planning process.

In order to stimulate the exchange of information on application
of geospatial tools in health research through publications, inter-
national conferences, workshops and training courses, GnosisGIS
(www.gnosisgis.org) was founded in 2000 as “Network On Snail-
borne Infections with special reference to Schistosomiasis (Gno-
sisGIS)”. The initial aim was to develop and consolidate collabo-
ration dedicated to validation and use of GIS and other geospatial
tools to control schistosomiasis and other snail-borne infections
which are strongly affected by climatic changes. However, its scope
has since been expanded to include other infectious and parasitic
diseases of medical and veterinary importance, including those
caused by GI strongyles and liver/rumen flukes. Indeed, in 2005
the acronym GnosisGIS was kept, but the network was renamed
“Global Network for Geospatial Health” In August 2013, the name
was officially changed to “International Society for Geospatial
Health-GnosisGIS”. It is a dynamic, multinational and multidisci-
plinary scientific society, bringing together veterinarians, medical
doctors, biologists, parasitologists, climatologistis, geographers,
computer scientists, and statisticians. GnosisGIS strives to ad-
vance the utilization of geospatial tools in veterinary and public
health. Toward this end, one of the main products of GnosisGIS is
its official journal “Geospatial Health”, an international, peer-re-
viewed scientific journal, founded in 2006 (Utzinger et al., 2011;
Cringoli et al., 2013) publishing several articles dedicated to cli-
matic changes and their effect on health. Recently, as an unique
feature of Geospatial Health, a new section predominantly based
on visual presentations, including brief video clips, was intro-
duced in 2010 under the banner of “vHealth” (visual health)
(Bergquist and Tanner, 2012). We are convinced that the visual ap-

proach will facilitate communication with the wide variety of
stakeholders involved in research today, e.g. government offices,
funding agencies, etc. In addition, vHealth will also provide a rap-
id system to show the effects of climatic changes on parasitic dis-
tribution and other health phenomena.

The use of geospatial tools in studying issues related to climatic
changes and challenges in parasitology will gain more and more
importance in the near future to improve strategic understanding
of parasitic epidemiology and farm-specific models for improved
decision support systems in a changing climate and a changing
world.
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INTRODUZIONE - 11 virus di Schmallenberg (SBV) & stato identi-
ficato per la prima volta nel novembre 2011 ed il nome deriva dal-
la localita della Germania nord-occidentale dove sono stati accerta-
ti 1 primi casi d’infezione. Il virus ¢ stato individuato quale possibi-
le agente di una malattia dei ruminanti domestici, segnalata nell’e-
state del 2011 in Germania e Olanda, in seguito in novembre in Bel-
gio, a gennaio 2012 nel Regno Unito ed a febbraio in Francia. La
prima segnalazione, in allevamenti bovini, riferisce di un’aumenta-
ta incidenza di sintomi clinici aspecifici e autolimitanti quali calo
della produzione lattea, depressione del sensorio, diarrea e inappe-
tenza. In seguito sono stati segnalati casi di aborto, natimortalita e
soprattutto malformazioni congenite. I test diagnostici iniziali han-
no escluso le pit frequenti malattie dei bovini con sintomatologia
sovrapponibile e I'identificazione di quello che si sarebbe poi rive-
lato un nuovo agente virale & avvenuta, attraverso 'applicazione
biotecnologica della metagenomica, tecnica diagnostica che si basa
sul sequenziamento di un pannello molto ampio di un campione e
sul suo confronto con le sequenze nucleotidiche riportate nei data-
base genetici internazionali.

11 16 febbraio 2012 la presenza di SBV é stata confermata anche in
Italia, in un feto ritenuto nell’utero di una capra deceduta in un’a-
zienda agricola in Provincia di Treviso. Altri casi sono poi seguiti in
Sardegna e in Piemonte. Tra 'inverno 2012 e la primavera 2013 I'in-
fezione si ¢ allargata sia a nord che ad est in Europa, interessando
cosi la maggior parte dei Paesi europei e coinvolgendo, fino ad apri-
le 2013, pitt di 8.000 allevamenti, soprattutto ovini e bovini (EFSA,
2013). Le specie interessate dall'infezione, fino a tale data, oltre ai
bovini e agli ovicaprini, sono: bisonti, bufali, cervi, alci, alpaca, dai-
ni e caprioli.

EZIOLOGIA - Le prime informazioni conseguite dal sequenziamen-
to genomico del virus e da analisi filogenetiche hanno permesso di
collocare il nuovo agente eziologico nella famiglia Bunyaviridae, ge-
nere Orthobunyavirus, sierogruppo Simbu (Garigliany et al., 2012).

I virus appartenenti alla famiglia Bunyaviridae sono arbovirus pre-
senti soprattutto nelle aree tropicali. Le particelle virali sono sferi-
che, dotate di envelope, del diametro di 80-120 nm, termolabili, sta-
bili a pH compreso tra 7 e 9 ma acidolabili, facilmente inattivabili
dai raggi UV e dai solventi dei lipidi, dai detergenti e dai disinfet-
tanti. Il virus di conseguenza non & capace di sopravvivere al di fuo-
ri di ospiti e/o vettori per lunghi periodi di tempo.(OIE, 2013).

Il nucleocapside ¢ diviso in 3 segmenti a simmetria elicoidale, iden-
tificati in base alla loro dimensione e peso molecolare come L (lar-
ge), M (medium) e S (small), costituiti da RNA a singolo filamento
di senso negativo, chiuso alle estremita a formare strutture circola-
ri, e dalla nucleoproteina N; ad essi si associa, inoltre, la proteina L
(RNA-polimerasi). Le glicoproteine superficiali dell’envelope (Gn e
Gc) sono proiezioni esterne, in forma di eterodimeri, che interven-
gono nel meccanismo di adesione e penetrazione del virus attraver-
so la fusione dell’envelope stesso con le membrane cellulari e rap-
presentano i determinanti antigenici tipo-specifici, che inducono la
formazione di anticorpi inibenti I'emoagglutinazione e neutraliz-
zanti (Doceul et al. 2013).

I virus appartenenti a questa famiglia, per la natura segmentata del
genoma e qualora infettino una cellula contemporaneamente, han-
no una forte tendenza ad interagire tra loro dando origine a nuovi
tipi per ricombinazione genetica (cosi come avviene per il virus del-
la Blue Tongue). I componenti dello stesso genere sono antigenica-
mente correlati tra loro, ma non ci sono cross-reazioni tra generi di-
versi. La famiglia Bunyaviridae comprende 5 generi: 1) Phlebovirus;
2) Orthobunyavirus 3) Nairovirus; 4) Hantavirus. I membri del ge-
nere Orthobunyavirus, a cui appartiene SBV, sono largamente di-
stribuiti in Asia, Africa e Oceania. La trasmissione ad animali avvie-
ne prevalentemente attraverso insetti pungitori, principalmente
Culicoides spp. e zanzare. Le infezioni umane sono rare e sono solo
state descritte per alcuni virus (es. Oropouche e Iquitos virus).

11 genere Orthobunyavirus contiene oltre 170 diversi virus di per-
tinenza veterinaria e medica divisi in 18 sierogruppi, tra cui il sie-
rogruppo Simbu che comprende almeno 25 virus e 7 specie (Aka-
bane, Manzanilla, Oropouche, Sathuperi, Shamonda, Suni e virus
Simbu).

Lanalisi delle sequenze del’RNA di SBV ¢ stata in grado, di forni-
re informazioni utili sull’identita del virus, sulla sua natura e sul-
la sua origine e dimostrano che esso dovrebbe essere classificato
come membro della specie Sathuperi ed & probabile che esso sia
un antenato di Shav e non derivi da un suo riassortimento. Shav,
al contrario, € probabilmente il frutto di un riassortimento com-
prendente i segmenti S e L di SBV e quello M di un altro virus
(Goller et al., 2012).

Pur considerando che ulteriori comparazioni genomiche di SBV
con sequenze complete di altri membri del sierogruppo Simbu so-
no in corso, tali risultati potrebbero gia essere alla base dello svi-
luppo di efficienti vaccini contro SBV.

TRASMISSIONE E PATOGENESI - Attualmente, la via di tra-
smissione principale di SBV non ¢ perfettamente nota ma i dati epi-
demiologici esistenti finora sono in accordo con I'ipotesi che sia di
natura vettoriale, tramite artropodi, anche in analogia a quanto av-
viene per altri virus del sierogruppo Simbu. Questa ipotesi & ulte-
riormente sostenuta dalla identificazione del virus in moscerini del
genere Culicoides. C. obsoletus & molto probabilmente, il vettore di
questo virus e le analisi eseguite sembrano suggerire una forte re-
plicazione di SBV in questi insetti. Il principale fattore che influen-
za la trasmissione vettoriale potrebbe essere il cambiamento clima-
tico verificatosi negli ultimi 40 anni in Europa, e soprattutto la tem-
peratura ambiente: al di sotto di 10-15 °C il virus ¢ probabilmente
inattivo, ma a temperature pii elevate replica velocemente all’inter-
no del vettore (Anonimo, 2012c). Le evidenze disponibili ottenute,
finora, attraverso infezioni sperimentali suggeriscono che la tra-
smissione orizzontale diretta per contatto, da animale ad animale,
non si verifichi. E stata dimostrata, inoltre, la possibilita di infezio-
ne transplacentare (Garigliany et al., 2012). Recentemente il Frie-
drich-Loeffler-Institut (FLI) ha, rilevato il genoma di SBV nello
sperma di tori infetti. Se SBV possa essere trasmesso da sperma
SBV-positivo ¢ ancora, pero, oggetto di indagine. Lo studio indica
escrezione del virus nel liquido seminale in modo intermittente. E
ancora poco chiaro per quanto tempo dopo la sieroconversione
questa situazione possa persistere. Infine, 'ingestione di SBV non
conduce all’infezione, ma il suo RNA ¢ stato rilevato nelle feci e in
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tamponi orali e nasali effettuati su animali infetti. Sono ancora ne-
cessarie, comunque, ulteriori indagini per confermare queste vie di
trasmissione e per determinare tutte le specie di insetti implicate
nella trasmissione virale.

Sicuramente, SBV presenta un breve periodo di viremia e cio ¢ con-
corde con il periodo di viremia osservato per il virus Akabane.
Recentemente alcuni ricercatori hanno dimostrato che 'RNA vira-
le di SBV persiste nel sistema linforeticolare per almeno 5 settima-
ne dopo l'infezione e che 'immunita alla re-infezione persiste per
almeno due mesi.

SBV, come gli altri virus del sierogruppo Simbu, attraversa la pla-
centa, infetta il feto e il suo sistema nervoso centrale e causa necro-
si e/o arresto dello sviluppo della corteccia cerebrale (Garigliany et
al., 2012).

Il meccanismo patogenetico che causa 'aborto non é perfettamen-
te noto, mutuando le conoscenze relative a quanto noto per altri vi-
rus del sierogruppo & presumibile che, in relazione alla fase gesta-
zionale, ’'evoluzione dal punto di vista clinico possa essere diversa.
Un’infezione precoce, durante 'embriogenesi in particolare, potra
causare problematiche teratogene, mentre un’infezione piu tardiva
potra causare problemi neurologici o disturbi funzionali nei neo-
nati. E stato dimostrato che, per il virus Akabane, il periodo di de-
terminazione teratogeno varia tra circa 28 e 36 (o fino a 56) giorni
nelle pecore e tra 74 e 110 (o fino a 150) giorni nei bovini. Le infe-
zioni che hanno luogo prima o dopo questo periodo potrebbero
ancora causare morte embrionale / fetale o malformazioni ma solo
piu raramente. Se i feti sopravvivono fino alla nascita, a volte & pos-
sibile rilevare anticorpi precolostrali o SBV nel liquido amniotico o
nel meconio (Conraths et al., 2012).

Nel 2013 uno studio specifico sulla patogenesi di SBV ha dimostra-
to che esso replica nei neuroni del cervello e del midollo spinale di
agnelli e vitelli con infezione congenita naturale, ma anche in quel-
li di topi infettati sperimentalmente (Varela et al., 2013).

I neuroni del cervello sembrano essere il principale bersaglio per la
replicazione virale nel feto in via di sviluppo. Le malformazioni e le
deformita muscolari osservate negli agnelli e nei vitelli infetti sa-
rebbero per lo pil secondarie ai danni del sistema nervoso centrale
(Varela et al., 2013).

Cosi come rilevato nei precedenti studi condotti sugli altri virus
del sierogruppo Simbu, I’arco di tempo limitato in cui i feti ovini
sembrano essere suscettibili all’infezione da SBV (dal 28° al 50°
giorno di gestazione) coincide con lo sviluppo della barriera ema-
toencefalica. Negli ovini questa inizia a svilupparsi tra il 50° e il
60° giorno di gestazione e raggiunge il pieno sviluppo al 123°. In
questo modo, il virus potrebbe avere un facile accesso al cervello
del feto nel corso di un breve periodo di tempo: dal 28° giorno di
gestazione, quando i placentomi si sono gia sviluppati, fino al 50°
giorno, quando la barriera ematoencefalica comincia a formarsi.
Questo spiegherebbe perché la malattia negli animali adulti, dota-
ti di una barriera ematoencefalica intatta, evolve in modo lieve e
senza apparente sviluppo di lesioni del sistema nervoso centrale
(Varela et al., 2013).

Da questa analisi risulta evidente che la maggior parte delle infezio-
ni degli agnelli nati malformati e risultati poi positivi per SBV nel
2012 doveva essere avvenuta tra la meta di settembre e I'inizio di
novembre 2011 (Conraths et al., 2013). Questo periodo coincide
con quello di incidenza massima delle infezioni da febbre catarrale
degli ovini (sierotipo 8, BTV-8) rilevato negli anni 2006 e 2007 e
con il picco massimo di insetti Culicoides infetti da BTV-8 rilevati,
sempre nel 2007.

SINTOMATOLOGIA - T segni clinici conseguenti all’infezione da
SBV variano in base alla specie animale colpita e all’eta di infezione
e, complessivamente, sono molto simili a quelli causati da infezioni
dei virus Akabane e Aino. In particolare i bovini adulti hanno evi-
denziato una malattia acuta, lieve e transitoria, durante la stagione
di diffusione dei vettori mentre le malformazioni fetali congenite
hanno interessato oltre al bovino, gli ovini e i caprini, in caso di
esposizione al virus delle madri nella prima meta della gravidanza

(Conraths et al., 2013). Gli animali gia infettatisi negli anni prece-
denti, inoltre, potrebbero essere protetti da ulteriori infezioni.
Sintomatologia nel bovino

Animale adulto - Per quanto riguarda i bovini adulti, 'infezione
acuta da SBV ¢ stata associata alla comparsa di sintomi clinici,
quando presenti, piuttosto aspecifici quali:- febbre (> 40°C); - ab-
battimento; - inappetenza; - diarrea in alcuni casi; - drastica ridu-
zione della produzione del latte fino al 50%.

Tale patologia & autolimitante e i segni clinici cessano nel giro di
pochi giorni o in una o due settimane al massimo (Conraths et al.,
2013)

Vitelli - Un’infezione durante il periodo critico della gravidanza,
che nei bovini si colloca tra la 8* e la 14° settimana, puo avere gra-
vi effetti sullo sviluppo dell’embrione o del feto (Conraths et al.,
2013).

Le manifestazioni ed i segni clinici sono vari: si puo assistere alla
nascita di vitelli non in grado di sopravvivere per 'incapacita, ad
esempio, di succhiare, o di altri nati morti. La maggior parte degli
animali nasce a termine, ma si segnalano anche aborti, feti mum-
mificati o feti riassorbiti nelle prime fasi di gestazione (Conraths
et al., 2013).

Sintomatologia negli ovini - Rispetto ai bovini, nei piccoli rumi-
nanti le manifestazioni cliniche nell’adulto sono estremamente ra-
re, ma la probabilita dell’evento aborto e natimortalita ¢ molto piut
elevata.

Ovini adulti - La maggior parte degli allevatori non riporta la pre-
senza di segni clinici nelle pecore adulte, se si esclude una lieve diar-
rea e un’ottusita del sensorio in alcuni soggetti. In alcuni casi & sta-
ta segnalata una diminuzione del numero di pecore gravide nel
gregge. Questo suggerisce che I'infezione in questi soggetti si evolve
in maniera subclinica (Conraths et al., 2013).

Agnelli - Negli ovini I'infezione sembra dunque manifestarsi quasi
esclusivamente con le sole malformazioni fetali congenite (atassia,
paralisi, atrofie muscolari, deviazioni del rachide, torcicollo, brachi-
gnatia, cecita e disturbi del sistema nervoso). Il rischio maggiore di
infezione fetale, sempre per analogia con altri virus del sierogruppo
Simbu, dovrebbe collocarsi tra i 28 e i 56 giorni di gravidanza (EF-
SA 2013).

Sintomatologia in altri animali - Le capre sono, in genere, meno
frequentemente colpite rispetto a pecore e bovini. Nelle capre adul-
te si riportano: calo della produzione di latte e lieve diarrea. Nella
maggioranza dei casi, pero, l'infezione ¢ asintomatica. I capretti
presentano sintomi e lesioni simili a quelli di agnelli e vitelli. Non
sono riportati sintomi clinici in altre specie.

EPIDEMIOLOGIA

Europa - Dopo il primo caso di SBV accertato nella cittadina di
Schmallenberg (Germania) nel novembre del 2011, da cui ha origi-
ne il nome del virus, la diffusione ¢ avvenuta in maniera progressi-
va da nord a sud e in senso concentrico molto rapidamente nella
popolazione ovina e bovina e secondo dati recenti, anche i rumi-
nanti selvatici possono avere un ruolo da ospite per questa malat-
tia, come testimoniato dal FLI che ha riportato un caso di positivita
in un bisonte. Il rilievo dell’infezione in altri Paesi europei non ha
tardato a presentarsi, e nuovi casi nei ruminanti sono stati registra-
ti in Belgio, Olanda, Francia, Gran Bretagna, Lussemburgo, Italia e
Spagna, come ci si pud rendere conto dalle mappe epidemiologiche
sottostanti.

Molteplici sono i quesiti inerenti 'SBV, soprattutto per quanto con-
cerne I'ingresso nel territorio comunitario, in quanto tale affezione
mai segnalata prima, presenta un percorso epidemiologico ben di-
verso rispetto a quello di altre malattie esotiche di cui si ha finora
conoscenza. In conseguenza di cid, numerose sono state le ipotesi e
le comparazioni formulate con altre infezioni morbose al fine di
raggiungere una spiegazione sull’accaduto. Paragonando I'SBV alla
Blue Tongue (BT) in Europa, I'ingresso di quest’ultima nel periodo
1999-2000 ha avuto un tragitto completamente diverso, in quanto
la zona di provenienza fu individuata nel bacino del Mediterraneo.
Sovrapponendo pero 'endemizzazione del sierotipo 8 del virus del-
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la stessa BT con il virus SBV, ci si & resi conto che il percorso & so-
vrapponibile. Nel 2007-2008 si ¢ assistito all'introduzione del siero-
tipo 8 BT, mai segnalato nel Mediterraneo, proprio a partire dal Bel-
gio; di conseguenza, ¢ stato possibile giungere ad una conclusione
pitt 0 meno accreditata che 'SBV abbia iniziato con le stesse moda-
lita e stia ripercorrendo le medesime tappe diffusive, interessando
I'Inghilterra meridionale e il centro-nord Europa. Tutto questo ha
fatto ipotizzare che I'ingresso della nuova malattia sia da ricercare
in 2 possibili cause: o al’'immissione di animali esotici, o all’intro-
duzione di insetti attraverso 'importazione di vegetali, specificata-
mente fiori recisi dall’Africa. In seguito a tale evento si puo dedur-
re come la globalizzazione degli scambi commerciali, se da un lato
permetta un’apertura delle “frontiere”, dall’altro possa essere re-
sponsabile dell'insorgenza improvvisa di nuove patologie causate
da virus mai segnalati prima in territori indenni (EFSA, 2012).
Tutto questo & coerente con quanto ¢ avvenuto nella diffusione del
virus della BT, che ha lo stesso tipo di vettore invertebrato. Cio & so-
stenuto anche dal fatto che 'andamento dell’epidemia di Schmal-
lenberg, & concorde con il periodo di maggiore attivita del vettore
(tarda estate - autunno) e si interseca perfettamente con 'organiz-
zazione della sincronizzazione delle eta gestazionali delle diverse ti-
pologie produttive.

Nelle prove di infezione sperimentali, infatti, & stato visto che la vi-
remia di questo virus & molto breve ed & pitt duratura durante la fa-
se gestazionale. Di conseguenza, perché il contagio avvenga in ma-
niera pit incisiva e duratura, & necessario che durante il periodo di
attivita del vettore ci siano animali in gestazione attraverso cui il vi-
rus si amplifichi e si espanda nell’ambito di quel determinato terri-
torio. Ecco perché ¢ molto avvalorata I'ipotesi di un impatto da non
sottovalutare nella prossima stagione di attivita del vettore, piutto-
sto che in seguito. Considerando, quindi, I'estensione geografica
dell’area interessata dall’infezione non possiamo escludere un’epi-
demia in Europa da SBV in futuro (EFSA, 2012).

Gli effetti dell’'infezione dovuta ai virus appartenenti al sierogruppo
Simbu si hanno quando il virus entra in contatto con una popola-
zione animale suscettibile indenne, situazione che sembra verificar-
si in Europa al momento attuale. In una popolazione dove la ma-
lattia & endemica invece, gli animali sembrano sviluppare un’im-
munita sufficiente a rendere 'infezione asintomatica e a ridurre i
fenomeni di infezione transplacentare.

LESIONI ANATOMOPATOLOGICHE SPECIE BOVINA - Nei
vitelli si rileva: artrogriposi, micromelia, curvatura della colonna
vertebrale (torcicollo, cifosi, lordosi o scoliosi), malformazioni cra-
niche e brachignatia inferiore. Solo in un caso sono stati rilevati: ec-
topia cordis, ipoplasia polmonare e difetto del setto ventricolare
(Conraths et al., 2013; Garigliany et al., 2012). A livello del SNC nei
vitelli ¢ stata rilevata: ipoplasia cerebellare, idrocefalo associato a di-
struzione del neuro-parenchima adiacente, idranencefalia, ipopla-
sia del tronco cerebrale e midollo spinale (Conraths et al., 2013; Ga-
rigliany et al., 2012). In Belgio ¢ stato descritto un caso di un vitel-
lo di una settimana di vita con severe lesioni al sistema nervoso cen-
trale (SNC) causate da SBV in utero. Alla necroscopia, il cervelletto,
il tronco encefalico e il diencefalo erano normali per forma e volu-
me. Tuttavia, gli emisferi cerebrali erano sostituiti da due cisti a pa-
rete sottile, contenenti fluido, con alcuni isolotti galleggianti e peni-
sole corrispondenti alla corteccia conservata. C’era una variabile
conservazione del cervello, totale liquefazione dei lobi occipitali e
irregolare conservazione dei lobi temporali e frontali. Laspetto ana-
tomopatologico era compatibile con una severa porencefalia e idra-
nencefalia. La colonna vertebrale non mostrava segni di scoliosi e il
movimento delle articolazioni degli arti non era ridotto, per esem-
pio non presentava artrogriposi.

LESIONI ANATOMOPATOLOGICHE SPECIE CAPRINA - Nei
capretti si & rilevato: artrogriposi, deformita vertebrali, ipoplasia
polmonare, porencefalia, idranencefalia, scoliosi, brachignatia,
aborti e nati morti.

DIAGNOSI - La diagnosi si pud effettuare identificando il virus
mediante PCR e isolandolo su colture cellulari, mentre le prove di

sierologia che si possono effettuare sono: immunofluorescenza in-
diretta, siero neutralizzazione virale ed ELISA. La maggior parte
delle madri dei vitelli malformati sono SBV anticorpo-positive e si
sono infettate con SBV durante la gravidanza.

DIAGNOSI DIFFERENZIALE - Nei bovini adulti si deve fare dia-
gnosi differenziale con: blue tongue, malattia emorragica epizooti-
ca (HD), afta epizootica, Bovine viral diarrhea - mucosal disease vi-
rus (BVD-MD), Border disease ed altri Pestivirus, rinotracheite in-
fettiva del bovino (IBR), Rift Valley Fever (RVF), virus della febbre
effimera del bovino e sostanze tossiche. Per i feti e nati malformati
si deve fare diagnosi differenziale con: BVD-MD, bluetongue, Bor-
der disease virus, sostanze tossiche, fattori genetici e Akabane virus.
PCR (Real Time Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction) - La PCR rileva la presenza del genoma del virus. Pos-
sono essere campionati: sangue prelevato da vacche malate (la vire-
mia dura solo 5 giorni, quindi & consigliabile effettuare il prelievo
quando I'animale ha febbre e gli altri sintomi) (Conraths et al.,
2013), fluido addominale da vitello nato morto, cervello di agnelli
malformati e sistema nervoso centrale (Garigliany et al., 2012).
Presso FLI (Friederich Loeffler Institute) ¢ stato rilevato SBV con RT-
qPCR nello sperma di tori, che avevano anticorpi contro SBV. Se
SBV possa essere trasmesso da sperma contenente il virus & ancora
da investigare.

COLTURE CELLULARI - SBV puo crescere in linee cellulari di in-
setto e di mammifero. Le linee cellulari di insetto sono: Culicoides
variipennis larvae cells (KC cells) e Aedes albopictus C6/36 cells.

Le linee cellulari di mammifero sono: BHK-21 (hamster) (che si so-
no dimostrate essere le migliori), Vero E6 (monkey), HuH7 (hu-
man), CPT-Tert (sheep). Nelle cellule BHK-21 vengono prodotte
placche piu chiare e piut larghe, mentre nelle Vero E6 sono pit pic-
cole. La linea cellulare MDBK (bovine) sono meno efficienti per la
crescita di SBV.

VIRUS NEUTRALIZZAZIONE - Un test di virus neutralizzazione
(VNT) ¢ stato usato per valutare la presenza di anticorpi neutraliz-
zanti contro SBV in campioni di: siero di vacche, pecore e capre e
campioni di fluido toracico di agnelli e vitelli abortiti o nati morti.
(Doceul et al. 2013).

TEST ELISA - Tests iELISA e cELISA attualmente disponibili in
commercio, sono stati variamente utilizzati per valutare la presenza
di anticorpi contro SBV in campioni di: siero di vacche, pecore, ca-
pre e ruminanti selvatici e recentemente ¢ stato introdotto un test
indiretto ELISA per rilevare anticorpi nel latte contro SBV in bovi-
ni e ovini (Doceul et al. 2013).

RISCHIO ZOONOSICO - Almeno 30 orthobunyavirus sono stati
associati a malattie nell’'uomo. Alcuni membri del sierogruppo Sim-
bu, come per esempio Oropuoche virus, possono causare zoonosi.
Tuttavia, a causa della somiglianza con Shamonda virus e dell’as-
senza di descrizioni di segni clinici nell’'uomo, attualmente il rischio
per gli umani ¢ valutato da basso a trascurabile.

PROFILASSI - Per i comportamenti da adottare in casi sospetti si
rimanda alla Nota del Ministero della Salute del 4 aprile 2012. E
consigliabile effettuare sorveglianza passiva per SBV anche sui feti e
sui neonati dei cervidi trovati con lesioni sospette. Attualmente non
sono disponibili trattamenti o vaccini per SBV in Italia, tuttavia &
stata effettuata la registrazione di un vaccino inattivato in Olanda e
Gran Bretagna.

Si & pensato anche di vietare I'importazione di vacche, pecore, capre
gravide da aree dove & presente SBV verso aree dove non & presente
la malattia, fino a quando non si capira di piu sulla trasmissione e
sull’epidemiologia.

11 controllo di potenziali vettori pud diminuire la trasmissione vira-
le (Belle et al., 2012). E consigliabile trattare gli animali con prodotti
farmaceutici ad azione repellente contro i parassiti esterni ogni due
settimane durante il periodo compreso tra maggio e settembre, ed
in particolare sugli animali gravidi almeno durante la gestazione a
causa del rischio elevato di infezioni fetali. Bisognerebbe evitare di
allevare gli animali vicino a zone palustri e boschive. E stato rileva-
to che la sieroprevalenza ¢ inferiore negli animali tenuti permanen-
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temente o durante la notte all'interno di ricoveri, rispetto a quelli
tenuti sempre all’aperto. Portare gli animali in stalla dopo il tra-
monto, pud aiutare a ridurre 'esposizione agli insetti pungitori.
Trappole per insetti possono essere utili per diminuire il numero di
Culicoides spp. nelle stalle.

CONSIDERAZIONI - Si pud parlare di epidemia da SBV in Euro-
pa? Si puo sicuramente affermare che gli effetti piti gravi dell’infe-
zione dovuta ai virus appartenenti al sierogruppo Simbu si osserva-
no quando tali virus entrano in contatto con una popolazione ani-
male suscettibile indenne, situazione che si sta verificando in Euro-
pa. Inoltre il numero di specie di vettori potenzialmente in grado di
trasmettere 'infezione sembra elevato. Considerando, quindi, I'e-
stensione geografica dell’area interessata dall’infezione non possia-
mo escludere un’epidemia in Europa da SBV. Esiste la necessita di
disporre di ulteriori dati, forniti da tutti i Paesi europei coinvolti,
per monitorare la presenza del virus di Schmallenberg.
Comunque, benché permangano incertezze e lacune nei dati, & im-
portante sottolineare che la situazione odierna evidenzia che, se si
ipotizza il peggiore scenario possibile, il numero di ruminanti in-
fetti raffrontato al numero complessivo di tali animali in ciascuno
Stato membro risulta basso.

Sicuramente 'emergenza SBV ¢ un avviso che orthobunyavirus so-
no una potenziale minaccia per il bestiame in Europa. Virus Akaba-
ne e Aino sono gia presenti nella regione del Mediterraneo e po-
trebbero essere introdotti in Europa. Di conseguenza, il controllo
delle popolazioni animali e vettoriali € fondamentale per monitora-
re 'insorgere di tali virus in Europa. L'identificazione del virus Ba-
tai, un orthobunyavirus appartenente al sierogruppo Bunyamwera,
in popolazioni di maculipennis Anopheles catturati nella parte sud-
occidentale della Germania nel 2009 illustra 'importanza di questo
tipo di sorveglianza.

1 Schmallenberg virus (SBV): an emerging pathogen?

Key words: Schmallenberg virus epidemiology, pathogenesis,
diagnosis.
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Gli acidi grassi svolgono diverse funzioni fisiologiche, come sub-
strato energetico e come componente strutturale di membrana.
Inoltre, permettono I'ancoraggio di proteine alla membrana trami-
te la loro acilazione, sono componenti fondamentali della barriera
cutanea e del surfattante a livello degli alveoli polmonari, sono li-
gandi di diversi recettori nucleari e precursori di molecole biologi-
camente attive. Per svolgere queste funzioni in maniera ottimale i
pit di 400 diversi tipi di acidi grassi del nostro organismo devono
essere presenti, in base alle contingenti condizioni fisiologiche, in
un determinato range di concentrazione e di rapporti tra le diverse
famiglie. Questo equilibrio tra i diversi acidi grassi ¢ garantito da un
loro apporto ottimale tramite la dieta. Infatti, i profili tessutali de-
gli acidi grassi nell’organismo sono piii fortemente influenzati dal-
la dieta rispetto agli altri macronutrienti quali proteine e carboi-
drati. Gli unici veri acidi grassi essenziali sono I'n-6 acido linoleico
(LA) e I'n-3 alfa linolenico (ALA), in quanto I'organismo umano
non possiede il corredo enzimatico per sintetizzarli, mentre ¢ dota-
to degli enzimi per la formazione di acidi grassi altamente polinsa-

turi (HPUFA) n-6 a partire dal LA, di cui il pil rappresentativo in
membrana ¢ 'acido arachidonico (ARA), e gli n-3 EPA e DHA che
derivano dal’ALA (Fig. 1).

Esiste comunque la possibilita, per periodi relativamente brevi, di
sopperire alla carenza grave di grassi nella dieta tramite la produ-
zione endogena.

Lacido grasso primariamente prodotto in maniera endogena ¢ I'a-
cido palmitico che garantisce la sua concentrazione fisiologica nei
fosfolipidi (PL) e la formazione di oleico. Questa avviene via elon-
gazione a stearico e susseguente delta 9 desaturazione, che, dopo
un’ulteriore desaturazione in posizione delta 6, elongazione e delta
5 desaturazione, produce il ¢20:3n9, chiamato mead acid (Fig. 1),
dal nome di chi lo caratterizzo per primo (Mead and Slaton, 1956).
Il mead acid, in caso di carenza da acidi grassi essenziali, sostituisce
gli acidi grassi polinsaturi n-6 e n-3 con 20 o pitt atomi di carbonio
nei PL, permettendo il mantenimento delle caratteristiche chimico-
fisiche delle membrane ma non il ruolo fondamentale degli HPU-
FA di membrana come precursore di molecole lipidiche bioattive,
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Figura 1 - Metabolismo degli acidi grassi insaturi delle famiglie n-3, n-6, n-9 e CLA.
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provocando una serie di sintomi caratteristici da carenza di acidi
grassi essenziali. Anche I'assunzione esclusiva di ALA e LA nei
mammiferi onnivori, come I'uomo, non ¢ sufficiente. Infatti, la ca-
pacita di biosintesi soprattutto per quanto riguarda EPA e DHA
dal’ALA, & piuttosto limitata (Burdge, 2006), anche perché que-
st’ultimo & I'acido grasso maggiormente impiegato come substrato
energetico (Burdge, 2006), quindi la sua concentrazione tissutale &
piuttosto modesta per fungere da substrato per EPA ¢ DHA. Per-
tanto, i mammiferi onnivori per raggiungere concentrazioni otti-
mali di EPA e DHA, devono assumerli direttamente attraverso la
dieta e/o favorire con altre strategie nutrizionali la loro biosintesi
dal’ALA. Limportanza degli HPUFA, ARA EPA e DHA deriva
principalmente dal fatto che sono precursori di molecole bioattive

quali eicosanoidi ossigenati (prostaglandine, trombossani, leuco-
trieni, resolvine, neuroprotettine, HPUFA idroperossidi) (Calder,
2011) ed endocannabinoidi con i loro congeneri (Banni and Di
Marzo, 2010) (Fig. 2).

Gli eicosanoidi ossigenati sono coinvolti nel processo inflammato-
rio (Calder, 2011) mentre gli endocannabinoidi sono coinvolti nel-
la regolazione sia a livello centrale che periferico, del metabolismo
lipidico ed energetico (Calder, 2011). II crocevia di queste classi di
molecole lipidiche bioattive ¢ il sistema PPAR, che consiste in una
classe di recettori nucleari con diverse isoforme, la cui attivazione
tramite queste molecole regola il metabolismo lipidico, energetico e
la compartimentalizzazione del tessuto adiposo in base alle diverse
condizioni fisio-patologiche (Desvergne and Wahli, 1999). Inoltre,

Via degli eicosanoidi
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Figura 2 - Interazione tra via degli eicosanoidi, via degli endocannabinoidi e congeneri e PPAR.

Gli acidi grassi della dieta influenzano incorporazione degli acidi grassi dei fosfolipidi di membrana che fungono da substrato sia per gli eicosa-
noidi che per gli endocannabinoidi e congeneri. Gli eicosanoidi che derivano dall’arachidonico (20:4n6) sono proinfiammatori, mentre quelli che
derivano dall’EPA e il DHA contribuiscono alla risoluzione dell’ infiammazione (Calder, 2011). Il PPAR alfa ¢ attivato dagli eicosanoidi, EPA e DHA
(Desvergne and Wahli, 1999) oltre che dai congeneri degli endocannabinoidi palmitoiletanolammide (PEA) (Thabuis et al., 2008) e oleoiletano-
lammide (OEA)(Thabuis et al., 2008) che derivano rispettivamente dal palmitico e dall’oleico esterificati in posizione sn-1 dei fosfolipidi. L'indu-
zione del PPAR alfa induce la biosintesi di PEA e OEA con un meccanismo di feed-back positivo (Melis et al., 2013). L'attivazione del PPAR alfa in-
duce la beta ossidazione perossisomiale, la via catabolica principale per la degradazione degli eicosanoidi (Leung and Glauert, 1996). Il PPAR alfa
inoltre induce la beta ossidazione degli acidi grassi incrementando I'uso dei grassi come substrato energetico (Contreras et al., 2013) e svolgendo un
ruolo in diverse funzioni cerebrali (Melis et al., 2013). Gli endocannabinoidi anandamide (AEA) e 2-arachidonilglicerol (2-AG), hanno come pre-
cursore, rispettivamente, il 20:4n6 esterificato in posizione sn-1 e il 20:4n-6 esterificato in posizione sn-2 dei fosfolipidi. Gli eicosanoidi e 'endocan-
nabinoide AEA inducono il PPAR gamma (Karaliota et al., 2009) che favorisce Uadipogenesi, incrementando quindi la produzione di leptina. Un
eccesso di leptina circolante induce leptino-resistenza. Il PEA oltre che attivare il PPAR alfa si lega ai recettori TRPV1, svolgendo attivita antiin-
fiammatoria e antidolorifica (Re et al., 2007). Il congenere dell AEA che deriva dal DHA in posizione sn-1, il DHAEA, e stato recentemente dimo-
strato possedere attivita di sinaptogenesi e neuritogenesi (Kim and Spector, 2013 ). Si puo notare che la risposta fisiologica ottimale si ottiene con e-
quilibrio tra i diversi acidi grassi incorporati nei fosfolipidi. Un eccesso di PUFA n-6 portera ad un eccesso di eicosanoidi n-6, pertanto un’aumen-
tata suscettibilita all'infiammazione e tempi piiy lunghi per la risoluzione, con un maggior rischio di infiammazione cronica. Inoltre, indurra un au-
mento degli endocannabinoidi con incremento dell’introito calorico, riduzione del metabolismo energetico e induzione dell adipogenesi che risultera
in un’aumentata adiposita e quindi maggior rischio di accumulo di grasso viscerale e conseguente sindrome metabolica.
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¢ stato recentemente dimostrato che i PPAR hanno un’attivita si-
gnificativa sulla funzionalita cerebrale (Melis et al., 2013). Quindi, i
grassi nella dieta permettono una risposta fisiologica ottimale ai di-
versi stimoli ambientali contribuendo al mantenimento dei sistemi
omeostatici tramite la regolazione dei sistemi PPAR ed endocanna-
binoide (Fig. 2). Diversi studi hanno dimostrato che un apporto di
EPA e DHA di circa 500 mg/d permette una risposta ottimale e pre-
viene diverse patologie dismetaboliche (Murru et al., 2013). Infatti,
¢ stata dimostrata una chiara associazione tra n-3 HUFA score
(concentrazione plasmatica di [(EPA + DHA)/(EPA+DHA+ tutti i
PUFA con 20 o pil atomi di carbonio e 3 o pitt doppi legami)*100]
e riduzione del rischio cardiovascolare (Harris, 2008). Nostri dati
non pubblicati mostrano che la popolazione italiana ha un n-3 HU-
FA score di circa 20-21 mentre il valore ottimale & di circa 28. La
maniera pill ovvia per aumentare questo valore ¢ I'assunzione di
EPA e DHA con i prodotti ittici. Dai nostri calcoli risulta che un n-
3 HUFA score di 21 corrisponde ad una assunzione giornaliera 125
mg/d di EPA+DHA, quantita che si raggiunge con un apporto ali-
mentare di prodotti ittici 3-4 volte al mese, mentre la frequenza rac-
comandata ¢ di almeno 3 volte alla settimana. Recentemente abbia-
mo dimostrato che esistono altre strategie nutrizionali per elevare
significativamente 1'n-3 HUFA score. In diversi modelli sperimen-
tali ¢ stato dimostrato che un acido grasso inusuale prodotto nel ru-
mine, 'acido linoleico coniugato (CLA), essendo un avido ligando
del PPAR alfa e capace di attivare la beta ossidazione perossisomia-
le (Banni et al., 2004) necessaria per la sintesi del DHA a partire dal-
I’ALA (Fig. 1). Inoltre, la beta ossidazione perossisomiale ¢ anche la
via catabolica degli eicosanoidi ossigenati (Leung and Glauert,
1996, Ferdinandusse et al., 2002) esercitando quindi un’azione an-
tinflammatoria. Pertanto, abbiamo ipotizzato che il CLA e il suo
precursore vaccenico (VA), quando presenti in alte concentrazioni
nella dieta, sono in grado di aumentare la biosintesi del DHA e
quindi 'n-3 HUFA score. Inoltre, il CLA essendo metabolizzato si-
milmente al linoleico (Mele et al., 2013) (Fig. 1) & in grado di dimi-

nuire la formazione e incorporazione dell’arachidonico (Banni,
2002) contribuendo all’aumento dell'n-3 HUFA score. I prodotti
lattiero caseari posseggono naturalmente CLA e VA in quanto pro-
dotti nel rumine. Inoltre, animali al pascolo aumentano natural-
mente questi livelli poiché 'erba ¢ ricca di ALA che viene trasfor-
mato dalla flora ruminale in VA, che per successiva metabolizzazio-
ne nei tessuti dell’animale si trasforma in parte in CLA. Quindi i ru-
minanti al pascolo e/o con 'apporto alimentare di ALA, producono
un latte arricchito in ALA, CLA e VA (Nudda et al., 2007, Mele et al.,
2011).

Per testare la nostra ipotesi, abbiamo eseguito uno studio clinico
dove abbiamo alimentato 40 individui sani con diversi tipi di for-
maggio arricchiti in CLA e VA per 2 mesi. I risultati mostravano un
aumento dei livelli plasmatici di CLA, VA e DHA e di conseguenza
I'n-3 HUFA score (Manoscritto in preparazione). Per verificare se
laumento del DHA era dovuto alla maggior concentrazione di CLA
nei formaggi, abbiamo alimentato ratti con diverse concentrazioni
di CLA e di ALA. I risultati mostravano che quando il rapporto tra
CLA e ALA era di 3:1 si aveva la massima biosintesi di DHA, dimo-
strando quindi che il CLA era in grado di indurre la biosintesi di
DHA a partire dal’ALA (manoscritto in preparazione). In studi
precedenti in modelli sperimentali di obesita viscerale e su indivi-
dui sovrappeso e obesi, abbiamo dimostrato che 'aumento dell'n-
3 HUFA score riduceva i livelli degli endocannabinoidi e induceva
un riequilibrio del metabolismo lipidico ed energetico (Pintus et
al., 2013). Per valutare se ’eventuale aumento dell’n-3 HUFA score
tramite Passunzione di formaggio arricchito, era in grado di modi-
ficare il metabolismo lipidico tramite la modulazione del sistema
endocannabinoide, abbiamo somministrato a individui lievemente
ipercolesterolemici e leggermente sovrappeso, 90 g/d di pecorino
arricchito naturalmente in ALA, CLA e VA. I risultati mostravano
un aumento significativo di CLA, VA e ALA ma anche di EPA e ve-
niva confermato un aumento significativo dell'n-3 HUFA score
(Pintus et al., 2013). A questo aumento era associata una diminu-
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/emento del n-3 HUFA score

Riduzione endocannabinoidi

Riequilibrio
Metabolismo lipidico ed energetico
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Figura 3 - Possibile meccanismo d’azione tramite il quale I’'apporto alimentare di prodotti lattiero caseari arricchiti in CLA, VA e ALA indu-
ce un riequilibrio metabolico ed energetico in individui con dislipidemie e sovrappeso.
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zione significativa dei livelli plasmatici dell’endocannabinoide
anandamide e degli HPUFA idroperossidi. Inoltre, abbiamo riscon-
trato una diminuzione significativa del colesterolo LDL e del totale
di circa il 7% (Pintus et al., 2013). Possiamo concludere che i pro-
dotti lattiero caseari arricchiti naturalmente in CLA, VA e ALA con-
corrono all’aumento dell’'n-3 HUFA score, indipendentemente dal-
P’assunzione di EPA e DHA, e determinano una modulazione del si-
stema endocannabinoide e probabilmente del PPAR contribuendo
al riequilibrio fisiologico del metabolismo energetico e lipidico
(Fig. 3). Studi futuri valuteranno se CLA, VA e ALA posseggono, in-
dipendentemente dalla capacita di incrementare I'n-3 HUFA score,
attivita nutrizionali specifiche tramite la modulazione dei sistemi
PPAR ed endocannabinoide

1 Role of dietary fat and changes in lipid and energy
metabolism in experimental models and humans
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Influenza dell’alimentazione sul miglioramento

delle caratteristiche nutraceutiche
dei prodotti ovini (latte, carne)
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Parole chiave: qualita nutrizionale del latte e della carne; acidi
grassi; CLA e omega 3; alimentazione degli ovini.

INTRODUZIONE - La crescente attenzione dei consumatori per
gli aspetti nutrizionali e salutistici, ha accresciuto nel mercato I'in-
teresse nei confronti di alimenti con specifiche caratteristiche nu-
traceutiche, ovvero alimenti che oltre ai componenti nutritivi con-
tengono principi attivi naturali con provati e riconosciuti effetti be-
nefici sulla salute umana. Riguardo ai prodotti ovini, numerose ri-
cerche si sono concentrate sull’arricchimento del latte e della carne
con acidi grassi (AG) con specifiche proprieta salutistiche, tra i qua-
li Pacido vaccenico (VA, C18:1 transl1, 'acido linoleico coniugato
(C18:2 ¢9t11 CLA) e I'acido a-linolenico (C18:3n-3).

I1 CLA ¢ un acido grasso con numerose funzioni biologiche ma le
pilt importanti sono quella anticancerogena (confermata per il
momento solo su animali da laboratorio e su colture cellulari),
antifiammatoria e anticolesterolemica. Il CLA & un componente
funzionale del latte e della carne dei ruminanti, che rappresenta-
no la principale fonte di CLA nella dieta dell'uomo. Il latte ovino,
rispetto al latte bovino, contiene quantita 3-4 volte superiori di VA
e c9t11 CLA (Nudda et al., 2005; Bailoni e Buccioni, 2014). Re-
centemente il CLA ed il VA hanno acquisito considerevole impor-
tanza in seguito agli incoraggianti risultati di studi condotti sul-
Puomo. Ad esempio, in soggetti clinicamente sani, il consumo di
200 g/settimana per 10 settimane di un pecorino con contenuti
naturali di VA e RA (3,26 e 1,56 g/100 lipidi, rispettivamente) ri-
spetto a un formaggio di controllo con concentrazioni di VA e RA
inferiori (0,4 e 0,19 g/100 lipidi, rispettivamente) ha ridotto la
concentrazione ematica di citochine proinfiammatorie in indivi-
dui clinicamente sani (Sofi et al., 2010). Il consumo di 90 g/d per
3 settimane di pecorino naturalmente arricchito in CLA (2,5
¢/100 g di grasso) rispetto al formaggio di controllo (1,5 g /100 g
di grasso), ha ridotto la concentrazione ematica di colesterolo
LDL del 7% in individui ipercolesterolemici, accompagnato da
una marcata riduzione della concentrazione ematica di un endo-
cannabinoide chiamato anandamide (Pintus et al., 2013). Fortu-
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Figura 1 - Andamento del contenuto in CLA nel latte di pecora di
razza Sarda allevata in pianura (M), collina () e montagna (O).

natamente, il processo di caseificazione non sembra alterare il
profilo acidico del latte; pertanto le concentrazioni di AG nel gras-
so dei prodotti lattiero-caseari dipendono principalmente dal
contenuto di acidi grassi del latte crudo non trattato (Nudda et al.,
2005). Tra i prodotti ovini, anche la carne dell’agnello ¢ interes-
sante dal punto di vista nutrizionale. Questa carne ¢ la prima ad
essere raccomandata dai pediatri italiani per lo svezzamento dei
neonati, in quanto considerata potenzialmente meno allergenica
rispetto ad altre carni rosse. Inoltre, la carne dell’agnello da latte
ha un contenuto lipidico mediamente inferiore al 3%, con una
composizione acidica caratterizzata dalla presenza di buone quan-
tita di PUFAn-3 quali l'acido linolenico, I’acido eicosapentenoico
(EPA), docosapentenoico (DPA) e docosaesaenoico (DHA) e di
elevate quantita di CLA ¢9t11 (Nudda et al., 2011).

Tra i fattori di variazione del CLA, il tipo di alimentazione & quello
che incide maggiormente sulla quantita e sulla composizione acidi-
ca del grasso nel latte e nella carne ovina. I principali fattori ali-
mentari che influenzano la concentrazione di CLA nei prodotti ovi-
ni sono I'uso di integratori di fonti lipidiche, il rapporto concentra-
to/foraggio e 'impiego del pascolo e del foraggio fresco nella dieta
degli animali.

Effetto del pascolo - Lerba verde rappresenta una eccellente fonte di
C18:3n-3 ed ¢ stato dimostrato che ¢ una delle migliori strategie ali-
mentari per spostare il profilo acidico del latte e della carne verso
uno spettro pitt salutistico.

Gli effetti positivi del pascolo sul contenuto di C18:3n-3, VA e CLA
nel latte e nella carne sono legati all’elevato contenuto di C18:3n-3
nelle erbe verdi, che ¢ parzialmente bioidrogenato in VA nel rumi-
ne e parzialmente convertito in c9tl1 CLA nei tessuti, compreso
quello mammario, per azione dell’enzima stearoil-CoA desaturasi,
conosciuto anche come delta9 desaturasi. Il profilo acidico del
grasso del latte & stato migliorato, aumentando sia la disponibilita
di pascolo (Nudda et al, 2003) che scegliendo specifiche essenze fo-
raggere (Addis et al., 2005). Infatti, nelle altre aree del Mediterra-
neo, dove le pecore da latte vengono alimentate prevalentemente al
pascolo, le concentrazioni di CLA, VA e C18:3n-3 nel grasso del lat-
te sono pil alte nel periodo primaverile, in corrispondenza della
maggiore disponibilita quanti-qualitativa dell’erba, e diminuisco-
no con 'avanzare dello stadio di maturazione dell’erba (Nudda et
al., 2005).

Le specie vegetali presenti nel pascolo possono avere un effetto mar-
cato sul profilo acidico del latte. I pascoli ricchi di leguminose sono
associati con piut alti livelli di CLA e C18:3n-3 rispetto a pascoli di
graminacee (Addis et al., 2005). Essenze particolari, come il Chry-
santhemum coronarium L. hanno favorito la presenza di elevate
quantita di CLA nel grasso di latte, mentre ’assunzione di Hedysa-
rum coronarium L. ha aumentato notevolmente il contenuto di
C18:3n-3 nel latte, raggiungendo oltre i 3 g/100 g di grasso (Addis
et al., 2005).

Anche Taltimetria delle aziende, a cui corrisponde una differente
disponibilita e composizione di erba da pascolo, ¢ in grado di in-
fluenzare le caratteristiche nutrizionali del grasso del latte (Fig. 1).
Ad esempio, il contenuto in CLA ¢9t11 & risultato maggiore nel lat-
te degli animali allevati in pianura, probabilmente per la maggiore
presenza di pascoli con essenze foraggere coltivate.
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Lalimentazione delle pecore al pascolo & anche responsabile del-
I'aumento dei contenuti di CLA e C18:3n-3 nel grasso intramusco-
lare della carne di agnelli allattati naturalmente (Nudda et al,,
2013).

11 contenuto in acidi grassi di interesse nutrizionale, con partico-
lare riferimento agli acidi grassi a catena lunga della famiglia de-
gli omega3 e del CLA, nella carne di pecora di razza Sarda ali-
mentata al pascolo e degli agnelli da latte, & riportato in Tab. 1.
Possiamo vedere come la composizione della carne degli agnelli
da latte sia caratterizzata, rispetto alle pecore adulte, da un mag-
gior contenuto di acidi grassi a catena lunga della famiglia degli
omega3, per il maggior rapporto fosfolipidi/trigliceridi nel grasso
intramuscolare degli animali giovani rispetto a quelli adulti e/o di
maggiore peso.

Effetto del rapporto foraggio:concentrato e del tipo di carboidrati -
11 rapporto foraggio:concentrato non ¢ efficiente nel modificare il
contenuto in CLA nel latte ovino. Infatti, pecore alimentate con die-
te contenenti un rapporto foraggio:concentrato 75:25 e 60:40 ha
manifestato solo piccole variazioni nella concentrazione di VA e
CLA nel latte (Antongiovanni et al., 2004; Mele et al., 2006). In pe-
core alimentate con diete contenenti alto (430 g/kg di SS) o basso
(280 g/kg di SS) contenuto in carboidrati non strutturali (NFC), il
latte degli animali alimentati con alto NFC ha mostrato un pii alto
contenuto in VA e cis-9, trans-11 CLA (Nudda et al., 2004), proba-
bilmente per una pii1 lenta bioidrogenazione e un pitr alto “escape”
ruminale degli acidi grassi insaturi.

Supplementazione con oli vegetali - Questa strategia alimentare &
particolarmente utile quando la dieta ¢ costituita da erba secca o fo-
raggi conservati.

11 contenuto nel latte e nella carne di acidi grassi di interesse nutri-
zionale & influenzato dal contenuto lipidico della dieta, dalla fonte
lipidica utilizzata e dalla forma fisica del supplemento.

11 contenuto in CLA ¢ influenzato positivamente dalla dose di gras-
si aggiunti nella razione. Ad esempio, utilizzando i dati di differen-
ti esperimenti (Nudda et al., 2014), & stata trovata una relazione li-
neare e positiva (R2 = 0,78) tra la quantita di supplemento lipidico
ricco in acido linoleico (C18:2n-6) e in C18:3n-3 ed il contenuto di
CLA nel latte. In particolare, un contenuto di latte CLA superiore a
2 g/100 g di grasso, ma inferiore a 3 g/100 g di grasso & stato rag-
giunto con un apporto lipidico nella dieta tra 50 e 100 g/d (ottima-
le la dose di 70 g/d/capo).

Invece, una concentrazione di CLA nel latte superiore a 3 g/100 g di
grasso (cioe, 3,44 g/100 g di grasso) ¢ stato raggiunto con una dose
molto elevata di olio di soia (140 g/d) associato ad una dieta ricca
di concentrato (Fig. 2).

Questi valori di CLA potrebbero essere la conseguenza di una infe-
riore bioidrogenazione ruminale del C18:2n-6 e un pit alto flusso

Tabella 1 - Profilo acidico della carne di pecore di razza Sarda e
dell’agnello da latte.

Acidi grassi Pecora Agnello da latte
C18:0 18.2 13.2
C18:1cis-9 40.0 33.8
C18:1 trans - 11 (VA) 2.0 2.1
C18:2 n-6 (LA) 43 6.5
C18:2 cis9trans11 (CLA) 0.9 1.4
C18:3 n-3 (ALA) 0.9 1.5
C20:4 n-6 (AA) 0.1 2.2
C20:5 n-3 (EPA) 0.07 0.92
C22:5 n-3 (DPA) 0.18 1.20
C22:6 n-3 (DHA) 0.18 0.77
n-6/n-3 4.1 2.6

ruminale e duodenale degli intermedi della bioidrogenazione, so-
prattutto il trans11 C18:1.

Lino, soia, cartamo e girasole sono le fonti vegetali di acidi grassi in-
saturi pill comunemente utilizzate per migliorare i contenuti in
CLA e AG insaturi nel grasso di latte, ma i loro effetti dipendono
dalla dose utilizzata.

La supplementazione di semi di lino ha aumentato il contenuto di
VA, CLA e PUFAn-3, senza influenzare negativamente la produzio-
ne e la composizione del latte (Mele et al., 2011). La supplementa-
zione con olio di soia o olio di girasole & ritenuta generalmente pitt
efficace dell’olio di lino, per aumentare il contenuto di CLA nella
carne, nel latte e nel formaggio di pecora. Tuttavia 'impiego del li-
no consente di aumentare contemporaneamente sia le concentra-
zioni di CLA che di C18:3 n3.

Questo suggerisce che la bioidrogenazione ruminale degli AG insa-
turi della dieta & pitt completa in pecore alimentate con lino che con
olio di soia e quindi il flusso di VA e CLA verso l'intestino ¢ mag-
giore negli ovini alimentati con diete integrate con oli ricchi in
C18:2n-6 che in pecore alimentate con diete ricche di C18:3n-3.
Inoltre, il CLA nel latte e nella carne origina in parte come prodot-
to intermedio del processo di bioidrogenazione ruminale del
C18:2n-6, e principalmente mediante sintesi endogena nella ghian-
dola mammaria o nel tessuto adiposo a partire dal VA per azione
dell’enzima Delta-9-desaturasi.

Tuttavia I'impiego del lino consente di aumentare contemporanea-
mente sia le concentrazioni di CLA che di C18:3 n3, con conse-
guente miglioramento nutrizionale del rapporto n3/né.

La supplementazione lipidica & generalmente pit efficace nell’au-
mentare la concentrazione di CLA, nella forma di olio rispetto ai
semi. Per esempio, 70 g olio di lino (Bodas et al., 2010) & stato piu
efficace nell’aumentare il c9t11 CLA rispetto a 70 g di grasso pro-
veniente da lino estruso (Gémez-Cortés et al., 2014). Questo pro-
babilmente perché I'olio presente nel seme intero & rilasciato gra-
dualmente mentre se somministrato come olio libero ¢ immedia-
tamente disponibile nel rumine.

Inoltre, le fonti lipidiche trattate con processi di estrusione,
schiacciamento, micronizzazione, oppure i semi tostati, sembrano
essere pill efficienti nell’aumentare il contenuto in CLA nei pro-
dotti rispetto ai semi non trattati, probabilmente perché il seme
non trattato disperde il suo contenuto lipidico nel rumine piu len-
tamente e in maniera meno completa rispetto ai semi trattati, con
conseguente minore impatto sull’ambiente ruminale (Mughetti et
al., 2007).

La supplementazione di lino estruso a pecore di razza Sarda ali-
mentate su pascoli con erba secca e matura, ha comportato un au-
mento del contenuto in CLA e C18:3n-3 sia nel latte che nel for-
maggio Fiore Sardo prodotto con quel latte (Tab. 2).
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Figura 2 - Relazione tra la quantita di lipidi aggiunti nella dieta
(9/capo/d) e il contenuto in c9t11 CLA nel latte di pecora (dati di
esperimenti di diversi autori citati da Nudda et al., 2014).
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Tabella 2 - Profilo acidico del latte e del formaggio di pecore al
pascolo su erba secca senza integrazione (CON) o con supplemen-
tazione di lino estruso (LIN).

Latte Formaggio
Acidi grassi CON LIN CON LIN
Saturi 61.4 56.6 62.5 59.4
Monoinsaturi 32.4 34.9 30.5 31.7
PUFA 6.2 8.6 7.0 8.8
n6/n3 2.2 2.6 2.1 2.2
C18:3n-3 0.8 1.1 1.0 1.3
CLA cis9trans11 1.0 2.2 1.6 23
CLA totale 1.6 2.8 2.2 3.0

Fonti di oli marini - Tra tutti i supplementi lipidici, gli oli marini ri-
sultano essere quelli che danno la piu alta concentrazione di CLA,
VA e AG omega-3 nel latte di pecora. Infatti, olio di pesce protetto,
somministrato in dosi di 30 e 45 g/d aumenta marcatamente il con-
tenuto in CLA nel latte di pecora (Mozzon et al., 2002). Nonostan-
te sia povero in CLA, lefficacia dell’olio di pesce nell’aumentare il
VA e CLA nel latte & dovuto alla inibizione della riduzione del VA in
18:0 da parte dei batteri ruminali. La supplementazione con oli ma-
rini rumino-protetti, ricchi in acido eicosapentaenoico (EPA;
C20:5n-3) e docosaesanoico (DHA; C22:6n-3), & stata in grado di
aumentare notevolmente la concentrazione di questi acidi grassi a
catena lunga nel grasso del latte e della carne rispetto a quella degli
animali che non hanno avuto integrazione, sebbene l'entita di tra-
sferimento dagli alimenti al latte sia molto limitata. Purtroppo, I'ar-
ricchimento del latte in PUFA omega-3 a catena lunga acidi, come
EPA e DHA, ¢ difficile, a causa dell’elevato livello di bioidrogena-
zione di questi FA nel rumine. Nelle pecore, & stato riscontrato nel
latte un aumento lineare dei contenuti in EPA (+425%) e DHA
(+188%) all’aumentare della dose di alghe da 23.5 g/d a 94 g/d nel-
la dieta, mentre questi FA non sono stati rinvenuti nel latte del
gruppo di controllo (Papadopoulos et al., 2002).

Impiego dei tannini - Differenti esperimenti (vedi Nudda et al.,
2014) che hanno testato 'impiego di tannini di castagno e di que-
bracho, singolarmente o combinati, hanno evidenziato che questi
non sono una strategia alimentare efficace per aumentare la con-
centrazione di CLA e VA nel grasso del latte, probabilmente per I'ef-
fetto depressivo dei tannini sull’attivita microbica ruminale e sui
processi di bioidrogenazione ruminale.

In conclusione, I'alimentazione ¢ la principale strategia per miglio-
rare la qualita nutrizionale del grasso del latte e della carne ovina.
Questa review, sintetizza le numerose strategie alimentari finalizza-
te a migliorare le proprieta nutraceutiche del latte, dei prodotti lat-
tiero-caseari e della carne di agnello.

1 Feeding strategies to enhance ovine milk and meat
nutritional properties

Key words: nutritional quality of milk and meat, fatty acid, CLA
and PUFAn-3; sheep nutrition.
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INTRODUZIONE - La produzione mondiale di latte al 2012 am-
monta a circa 754.000 tonnellate (FAO, 2014) cosi ripartite: '83% &
latte bovino, il 12,9% bufalino, il 2,37% caprino, 1'1,34% ovino e lo
0,37% di cammella. In Europa, principale produttore mondiale di
latte, vengono prodotti il 14,21% del latte caprino e il 29,79% del
latte ovino totali. L'Italia si colloca al decimo posto nella classifica
europea della produzione di latte caprino (1,10%) e al quarto posto
(13,47%) in quella di latte ovino. Secondo i dati FAO la popolazio-
ne mondiale crescera fino a superare i 9 miliardi di individui entro
il 2050, determinando un incremento della domanda di cibo, e so-
prattutto di proteine animali (+25%). Sebbene il latte vaccino sia
quello piu diffuso nel mondo, il latte ovino e caprino sono una fon-
te di proteine che puo aiutare a rispondere a questa richiesta. Que-
ste specie hanno, infatti, un’importanza strategica poiché costitui-
scono gia la principale fonte di proteine animali (latte e carne) per
le popolazioni rurali dei Paesi in via di sviluppo fornendo un ali-
mento completo e bilanciato facendo uso di risorse limitate. Inoltre
la domanda di prodotti ovi-caprini ¢ in costante aumento poiché ad
essi i consumatori associano un’immagine di salubrita e produzio-
ne a basso impatto ambientale.

La ricerca si sta attivando per rispondere alle sfide proposte da que-
sto quadro mondiale dando sempre maggiore attenzione a queste
specie e alla qualita dei loro prodotti intesa in senso globale, ovvero
considerando parametri sanitari, nutrizionali, tecnologici e senso-
riali. Tutti questi aspetti dipendono da numerosi fattori e dalle loro
interazioni, e sono strettamente legati ai principali componenti del
latte (grasso, proteine e lattosio), cosi come ai microelementi in esso
contenuti (minerali, vitamine, colesterolo e terpeni) (Morand-Fehr
et al.,, 2007). Considerata la sua importanza a livello mondiale, la ri-
cerca nella specie bovina ¢ stata molto pil attiva di quanto non lo sia
stata nei piccoli ruminanti.

Nel database OMIA (Online Mendelian Inheritance in Animals,
http://omia.angis.org.au) il numero di geni contenenti varianti
causative di diversi fenotipi nel bovino (93) ¢ di oltre due volte su-
periore a quello nella pecora (44) e oltre undici volte rispetto quel-
lo nella capra (8).

In generale la ricerca sulle mutazioni causative dei fenotipi si ¢ svi-
luppata molto piti nella pecora che nella capra (Luhken, 2012), ma
questo trend s’inverte se si considerano i geni delle lattoproteine. E
ben nota l'influenza che la variabilita dei geni delle lattoproteine
esercita sulle caratteristiche nutrizionali e tecnologiche del latte
bovino (Caroli et al., 2009).

11 presente lavoro ha come obiettivo quello di fare il punto della si-
tuazione sulla variabilita genetica delle lattoproteine ovine e capri-
ne e dei loro effetti sulle caratteristiche nutritive e tecnologiche del
latte di queste due specie.

POLIMORFISMO GENETICO DELLE CASEINE - Le proteine
del latte dei ruminanti sono costituite per il 95% dalle 4 caseine,
O, B-, Og,-, K-caseina, e da due sieroproteine, I'at-lattoalbumina e
la B-lattoglobulina. Le 4 caseine dei ruminanti costituiscono 1’80%
delle lattoproteine e sono codificate da altrettanti geni (rispettiva-
mente CSN1S1, CSN2, CSN1S2 e CSN3) collocati sul cromosoma 6
sia nella specie caprina, sia in quella ovina. Questi geni sono carat-

terizzati da un’elevata variabilita. Considerando tutte le varianti,
comprese quelle non completamente caratterizzate e quelle sinoni-
me, si trovano descritte in letteratura un totale di 81 varianti (Hayes
et al., 2006; Garro et al., 2012; Giambra & Erhardt, 2012; Corral et
al., 2013; Mestawet et al., 2013; Selvaggi et al., 2014) cosi distribui-
te: 23 varianti di 0,,-caseina caprina e 10 ovina, 9 di B-caseina ca-
prina e 4 ovina, 7 di 0,,-caseina caprina e 9 ovina, 16 di k-caseina e
3 ovina (Tab. 1 e Tab. 2). La maggior parte delle mutazioni causati-
ve ufficialmente riconosciute in capra e pecora sono singole sosti-
tuzioni nucleotidiche (SNP), e pit raramente indel (Luhken, 2012).
Anche le mutazioni che caratterizzano le varianti genetiche delle ca-
seine sono prevalentemente SNP, e in particolare mutazioni non-
sinonime: 42 delle 81 varianti totali si distinguono dalle 8 di rife-
rimento per 1 (19 varianti), 2 (16 varianti), 3 (4 varianti) o0 4 (3
varianti) cambiamenti amminoacidici. Le varianti caratterizzate
da 4 differenze amminoacidiche sono tutte di x-caseina caprina
(CSN3*D, CSN3*E, CSN3*M).

Delle restanti 31 varianti, 10 sono caratterizzate da mutazioni che
determinano delezioni nella sequenza amminoacidica (e in alcuni
casi anche la totale assenza della proteina nel latte) dovute a indel
presenti nella sequenza nucleotidica o a skipping esonico. Queste ul-
time si osservano pit frequentemente nella capra che nella pecora:
sono 6 varianti di o -caseina caprina (CSNISI*D, CSN1S1*D,,
CSNISI*E, CSN1S1*G, CSNISI*N, CSN1S2%0,) e una di 0,-caseina
caprina (CSN182*D) e 3 di 0y,-caseina ovina (CSN1SI*E, CSN1SI*H,
CSNISI*I).

La CSNISI*E caprina ¢ caratterizzata dall'inserzione di 371 bp co-
stituita da un LINE (Long INterspersed Element, elemento mobile
di origine retrotrasposizionale) a livello del diciottesimo esone. Poi-
ché questa indel si colloca in una regione non codificante, la va-
riante non subisce alcuna modificazione nella sequenza amminoa-
cidica. Altre mutazioni di particolare rilievo che caratterizzano le
caseine riguardano 3 dei 6 alleli nulli: si tratta di mutazioni di
singoli nucleotidi che determinano condoni di stop (CSN2*0,
CSN2*0’, CSN1S2*0). A complicare ulteriormente questo quadro
estremamente articolato sono inoltre almeno 11 varianti silenti, di
cui ben 4 identificate solo nella k-caseina caprina.

I geni delle lattoproteine sono quindi in continua evoluzione e
molto piu variabili di quanto si pensasse in passato e cio rende par-
ticolarmente importante il continuo monitoraggio di questi geni
nelle diverse razze.

POLIMORFISMO GENETICO DELLE SIEROPROTEINE - Le
due principali sieroproteine, la B-lattoglobulina e I'a-lattoalbumi-
na, costituiscono insieme circa il 70% delle proteine del siero. Sono
codificate dai geni LGB (la B-lattoglobulina) e LALBA (I'oi-lattoal-
bumina) collocati su 2 diversi autosomi nella specie caprina (LGB
sull'll e LALBA sul 5) e su un unico autosoma, il 3, in quella ovina.
Questa differenza dipende dal fatto che il cromosoma 3 nella specie
ovina deriva per traslocazione robertsoniana dei corrispondenti
cromosomi 5 e 11 bovino e caprino.

11 polimorfismo di questi geni & pitt modesto di quello delle casei-
ne. Nella capra non sono state descritte mutazioni responsabili di
cambiamenti amminoacidici nella B-lattoglobulina, sebbene sia
stato identificato del polimorfismo in diversi esoni e le regioni 5’ e
3’ UTR del gene mostrino una certa variabilita in diverse razze (Sel-
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Tabella 1 - Varianti genetiche delle lattoproteine nella specie ca-
prina.

Tabella 2 - Varianti genetiche delle lattoproteine nella specie
ovina.

VARIANTE POSIZIONE AMMINOACIDICA VARIANTE POSIZIONE AMMINOACIDICA
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B Variante non caratterizzata T L
Ay, Cy Varianti silenti di A e C al nucleotide 180, esone 9 X Variante silente di C all'aa Yas
CSN1S2 7 [ 64 [110 121 [167 ] 193 LGB 20 | 148
A \% E w T K P A Y R
N K B H
& _| ! c Q
b 4 LALBA
£ ! R A B Varianti non caratterizzate
F ! 5 ®Posizione non caratterizzata; "Sp=serina fosforilata; “numero di
0 st amminoacidi deleti a partire dalla posizione indicate.
CSN3 43 4 | 53| 5% | 61| 65| 90 (119] 145 156 | 159
A T|IQ|N|L|Y|V|D|V|V|A|S
B |
c T L | I vV |P vaggi et al., 2014). Nell’oi-lattoalbumina caprina, invece, & nota sol-
g IR | 0 ) tanto una mutazione non silente, anche se sono state descritte mu-
=3 G tazioni silenti in almeno 3 esoni in razze di diversa origine (Tab. 1).
F T | p Nella pecora (Tab. 2) sono state identificate tre varianti della B-lat-
m S | toglobulina distinte per due SNP entrambi responsabili di sostitu-
; I I zioni amminoacidiche, mentre per I'oi-lattoalbumina sono descrit-
7 C I te due diverse forme proteiche non ancora caratterizzate (Giambra
& Erhardt, 2012).
/Zd L I : 5 ASSOCIAZIONI FRA CASEINE E CARATTERI PRODUTTIVI
IN CAPRA - La pil nota associazione del polimorfismo dell’oL;-
M T S I : ,N . LA — e caseina caprina sulle caratteristiche del latte & quella col livello di
B B’ C, G ;/I?Z:n'lt::"(ecr]‘?edlci?fgligaﬁléa(?Ge) B)eLs (B7).diC sintesi della stessa caseina. Le varianti possono, infatti, essere di-
TALBA 0 stinte in 4 gruppi in funzione del quantitativo di o,-caseina pro-
Y 3 dotto per ciascun .allele: alto (varianti A,.A’, Az,.A3, Bl’ B,, B3,. B,, B,
Y] = (;, H,. LeM), corrlsp(?ndente a 3,5 g/L di proteina; 1gterrped10 (va-
Varianti caratterizzate da una mutazione silente rianti D, E ed ), corrispondente a 1’1. g/L.; basso (varianti D, F e G),
+3 varianti | rispettivamente nell'esone 1 (razze cinesi), 3 (razze corrispondente a 0,45 g/L; nullo (varianti N, 0y, 0, ¢ 0,), dovuto al-
italiane), e 4 (razze indiane) la totale assenza di sintesi di questa caseina nel latte. Va specificato

*Numero di amminoacidi deleti a partire dalla posizione indicata;
- . . . : nlEF
Pst=codone di stop; “mutazione silente; dvarianti B'¥F.

che per alcune di queste varianti il livello di sintesi non & stato veri-
ficato sperimentalmente, ma dedotto dalla variante da cui origina-
no gli alleli identificati pitt di recente (ad esempio la CSNISI*A’).
Alcuni nuovi studi hanno quindi verificato i livelli di sintesi delle
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singole caseine nel latte delle razze analizzate, confermando i sud-
detti livelli per le varianti A ed F, e mettendo in luce un’associazio-
ne con un contenuto ancora maggiore di 0y,-caseina per la varian-
te B nella razza Girgentana (5,4 + 0,5 g/L; Montalbano et al., 2014)
e Sarda (Balia et al., 2013).

Diversi livelli di sintesi della stessa caseina nel latte si riscontrano
anche per la o,-caseina, per la quale sono note varianti associate a
un livello normale (varianti A, B, C, E, F e G), ridotto (variante D)
e nullo (allele 0). Per la B-caseina sono noti solo due livelli di sinte-
si, uno normale e uno nullo. Quest’ultimo ¢ determinato da due va-
rianti identificate rispettivamente in capre di origine italiana (allele
0) e pirenaica, corsa e creola (allele 0°).

Le varianti ad alto contenuto di 0,-caseina e 3-caseina nel latte so-
no generalmente associate anche a un maggiore contenuto di pro-
teina totale nel latte e in particolare I'allele CSN1S1*B ¢ risultato as-
sociato ai livelli maggiori (Balia et al., 2013; Pazzola et al., 2014). Le
differenze quantitative nel livello di sintesi di ciascuna caseina o di
caseina totale, determinano delle differenze nelle caratteristiche nu-
traceutiche e tecnologiche del latte.

Caratteristiche tecnologiche - Latte con alti livelli di solidi totali,
grasso e caseina in particolare, sono associati con tempi di coagula-
zione inferiori (RCT), maggiore consistenza del coagulo (a,,) e mi-
gliore resa casearia (Mestawet et al., 2013). Altri elementi fonda-
mentali per la coagulazione del latte sono la dimensione delle mi-
celle caseiniche e il contenuto in K-caseina: minore ¢ la dimensione
delle micelle e migliori sono le caratteristiche di coagulazione del
latte e maggiore ¢ il contenuto in x-caseina e minore ¢ la dimensio-
ne delle micelle.

La gran parte degli studi di associazione si & concentrata sull’o,-
caseina, data I’elevata variabilitd e differenza nei livelli di sintesi
di questa caseina nel latte. Inoltre & 'unica in cui nelle diverse
razze sono presenti con una discreta frequenza alleli associati a
diversi livelli di sintesi (in particolare CSN1SI1*A, CSNISI*B,
CSNI1SI*E, e CSN1SI*F). Tuttavia, vista la difficolta di trovare un
numero di capre sufficientemente elevato per osservare gli effetti
di ogni singolo allele, i lavori pubblicati tendono a differenziare
effetti degli alleli forti rispetto a quelli degli alleli deboli. Le va-
rianti con alleli forti di o,-caseina nel latte sono associate sia a
un maggiore contenuto in caseina totale, sia a micelle di minori
dimensioni e conseguentemente a migliori caratteristiche di tra-
sformazione casearia.

I casi in cui attenzione ¢ stata focalizzata su specifici alleli sono pitt
rari. La variante CSN1S1*A;, identificata in capre etiopi € associata
(Mestawet et al., 2013) a micelle di dimensioni pitt piccole e RCT
inferiori rispetto alle altre varianti. E noto che la variante CSNISI*F
¢ associata a un minore contenuto in grasso del latte, con conse-
guente peggioramento anche nelle caratteristiche di coagulazione
dello stesso, in particolare tempo di rassodamento piti lungo, risul-
tato recentemente confermato nella razza Sarda (Pazzola et al.,
2014). Gli stessi autori hanno dimostrato che nella razza Sarda an-
che la variabilita genetica dell’ai,-caseina a parita di livello di sinte-
si influisce sui parametri di coagulazione del latte: la maggiore con-
sistenza del coagulo si ottiene per latti prodotti da individui con ge-
notipo CSN182*CC e CSN1S2*AC.

Latti con alleli nulli di B-caseina richiedono tempi di coagulazione
maggiori e sono responsabili di cagliate meno salde e rese casearie
inferiori rispetto a quelli contenenti varianti associate a livelli nor-
mali di sintesi della stessa caseina nel latte.

Per la K-caseina sono state descritte associazioni significative con
il contenuto totale di proteina e caseina nella razza Orobica
(Chiatti et al., 2007), con effetto favorevole della variante B'®" (che
comprende gli alleli D, E, K e M). Tali varianti sono pero piutto-
sto rare. Nella razza Murciano-Granadina il genotipo CSN3*BB ¢
risultato associato a tempi di coagulazione maggiori rispetto al ge-
notipo CSN3*AB (Caravaca et al., 2011). Anche nella razza Sarda
il genotipo CSN3*BB ¢ risultato associato a tempi di coagulazione
e rassodamento del coagulo pilt lunghi, mentre il genotipo
CSN3*AA a una maggiore consistenza del coagulo. Inoltre il ge-

notipo CSN3*BD ¢ risultato associato a tempi di coagulazione in-
feriori rispetto a tutti gli altri genotipi e a una consistenza del coa-
gulo maggiore rispetto al genotipo CSN3*BB (Pazzola et al.,
2014), da cui si possono presumere effetti favorevoli dell’allele
CSN3*D.

Caratteristiche nutrizionali e nutraceutiche - 1l genotipo o, -casei-
nico sembra influire anche sulla composizione in acidi grassi del
latte. Se capre con alleli forti mostrano maggiore efficienza energe-
tica e utilizzazione proteica (Bonanno et al., 2013), gli alleli deboli
risultano associati a un minore contenuto in acidi grassi saturi (in
particolare quelli a corta e media catena, prevalentemente di sinte-
si endogena), a catena ramificata o con numero dispari di atomi di
carbonio (acidi grassi di derivazione batterica) e a indici di desatu-
razione generalmente pitt alti (Chilliard et al., 2013). La presenza
di alleli deboli o nulli di oy,-caseina, essenziale per la formazione
delle micelle, determina ’accumulo delle altre caseine nel reticolo
endoplasmatico delle cellule mammarie e una riduzione del tra-
sporto delle caseine attraverso le stesse cellule. Conseguentemente
si assiste a una riduzione della secrezione di grasso, con feedback
negativo sulla sintesi ex novo di acidi grassi (Ollier et al., 2008). Al-
cune differenze sono state riscontrate anche fra alleli forti: anima-
li con genotipo CSNI1SI*AA sono caratterizzati da una maggiore
concentrazione di alcuni acidi grassi a corta e media catena, men-
tre quelli con genotipo CSN1SI*BB da una maggiore concentra-
zione di gran parte degli acidi grassi a lunga catena (Balia et al.,
2013). Un’influenza ¢ stata notata anche su dimensioni, carica e
composizione della membrana dei globuli di grasso (CSN1S1%0,0,
associato a globuli di dimensione minore rispetto a CSNISI*AA),
con possibili ripercussioni su aspetti tecnologici e nutrizionali (Ce-
bo et al., 2012).

Inoltre, sebbene non ci siano sufficienti evidenze a sostegno di ta-
le ipotesi, sembra che latti con varianti deboli e nulle di 0;- e Og,-
caseina siano dotati di minore potenziale allergenico. Lelevato po-
limorfismo di 0;-caseina, raramente preso in considerazione negli
studi sull’allergenicita al latte delle diverse specie potrebbe giustifi-
care l'inconsistenza dei risultati. Infatti, la diversa risposta di pa-
zienti allergici al latte vaccino a campioni individuali di latte ca-
prino caratterizzati da differenti genotipi di o,-caseina suggerisce
la possibilita di destinare il latte caprino prodotto da animali con
particolari genotipi all’alimentazione di pazienti selezionati per la
loro intolleranza a specifiche frazioni di caseina (Ballabio et al.,
2011). Tuttavia, data ’elevata similarita delle sequenze lattoprotei-
che dei ruminanti permane il rischio di cross-reattivita al latte vac-
cino, e sono pertanto necessari ulteriori studi per confermare tale
risultato.

Infine il genotipo oi,;-caseinico sembra influire anche sulla com-
ponente glucidica del latte. Oltre al lattosio, il latte di tutti i mam-
miferi contiene oligosaccaridi non digeribili dai neonati, ma che
consentono la crescita di batteri specifici in grado di competere
con i patogeni riducendone I'adesione nell’intestino dell’infante
(Meyrand et al., 2013).

II contenuto in oligosaccaridi del latte di capra ¢ pil simile a
quello del latte umano. In particolare il latte caprino, rispetto a
quello vaccino, contiene una maggior concentrazione di oligo-
saccaridi sialilati e di alcuni acidi fucosilati, che svolgono un
ruolo essenziale nello sviluppo cerebrale e nell'immunita del
neonato (Meyrand et al., 2013). Sebbene il contenuto totale in
oligosaccaridi associato al genotipo CSN1S1*0,0, o al genotipo
CSNISI*AA non cambi, si nota una differenza nella loro compo-
sizione presumibilmente a causa di un’interferenza nella sintesi
degli oligosaccaridi. Questa, infatti, avviene nel reticolo endopla-
smatico, dove si accumulano le altre caseine in presenza di alleli
deboli o nulli (Meyrand et al., 2013).

ASSOCIAZIONI FRA SIEROPROTEINE E CARATTERI
PRODUTTIVI IN CAPRA - Per quanto concerne le sieroproteine,
¢ stata notata della variabilita individuale nel contenuto in -latto-
globulina di capre di razza Girgentana, ma nessuno dei numerosi
polimorfismi genetici identificati nelle regioni 5 e 3> UTR ¢ risulta-
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to associato a differenti livelli di sintesi della proteina nel latte (Sel-
vaggi et al., 2014). Invece, per 'o-lattoalbumina sono state trovate
associazioni con altri caratteri produttivi: il genotipo A1A2 con una
maggiore produzione di cashmere rispetto al genotipo A1A1 (Lan
et al., 2008), mentre la mutazione silente descritta nell’esone 1 & ri-
sultata associata ad una differenza nella circonferenza toracica in
due diverse razze cinesi (Ma et al., 2010).

ASSOCIAZIONI FRA CASEINE E CARATTERI PRODUTTI-
VI IN PECORA - Gli effetti del polimorfismo delle caseine nella
pecora sono molto meno studiati di quelli della capra e riguarda-
no prevalentemente le caratteristiche strutturali e tecnologiche. Per
quanto concerne '0i;-caseina, il genotipo CSN1S1*CC ha mostra-
to effetti positivi sul contenuto di proteina e grasso nel latte, non-
ché caratteristiche di coagulazione migliori rispetto ai genotipi
CSNISI*CD e CSNISI*DD. La sequenza amminoacidica Sp-Sp-
Sp-E-E ¢ coinvolta nell’assemblaggio della micella caseinica ed ¢ al-
terata nella variante D (Sp-Sp-N-E-E) con notevoli ripercussioni.
Infatti, questa & I'unica variante nota in pecora a essere associata
con un contenuto inferiore di 0;-caseina nel latte e rende la ca-
gliata di consistenza piut molle rispetto al latte contenente le altre
varianti.

Anche per I'o,,-caseina sono state descritte associazioni: il genoti-
po CSNIS2*AB ¢ risultato associato con un contenuto in latte e
grasso maggiore rispetto a CSN1S2*AA e allele CSN152*B con il
contenuto in proteina (Giambra & Erhardt, 2012). In uno studio
condotto recentemente nella razza Merinos sono state identificate
due varianti derivate per ricombinazione dalle varianti A e B e per-
tanto rinominate A’ e B’ (Corral et al., 2013). Dallo studio di que-
ste quattro varianti I'associazione con le caratteristiche del latte &
stata attribuita alle singole sostituzioni amminoacidiche: le varian-
ti contenenti Y, (B e B’) sono risultate associate con una maggio-
re concentrazione di solidi non-grassi, mentre le varianti conte-
nenti V,y; (A’ e B) sono risultate associate a una minore percentua-
le di lattosio.

II genotipo CSN2*GG ¢ risultato positivamente associato con la
quantita di latte e il genotipo CSN2¥AA col contenuto in grasso e
proteina (Corral et al., 2010).

Gli stessi autori hanno analizzato anche la variabilita di un mi-
crosatellite localizzato nel gene CSN3, per il quale sono stati de-
scritti 5 alleli denominati da K; a K. I genotipi K,K, e K;K; del
microsatellite sono risultati associati a una maggiore quantita di
latte. Nello stesso studio @ stato preso in considerazione anche il
genotipo composito di B- e K-caseina trovando associazioni po-
sitive dei genotipi AGK;K; e GGK;K; con la quantita di latte e la
percentuale di lattosio, confermando I’effetto positivo degli alleli
CSN2*G e CSN3*K3.

ASSOCIAZIONI FRA SIEROPROTEINE E CARATTERI
PRODUTTIVI IN PECORA - 1l maggior numero di studi di asso-
ciazione fra varianti genetiche lattoproteiche ovine e caratteri pro-
duttivi del latte ha riguardato la B-lattoglobulina, con risultati con-
traddittori. Infatti, il genotipo LGB*AA ¢ risultato associato con mi-
nori quantita di latte rispetto al genotipo LGB*AB e a un maggior
contenuto in grasso rispetto al genotipo LGB*BB in alcuni studi,
mentre si € riscontrato esattamente I'opposto in altri (Giambra &
Erhardt, 2012).

CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE - La qualita dei prodotti
lattiero-caseari ovini e caprini sta continuamente migliorando.
Nell'ultimo decennio ¢ stato dato un nuovo impulso alle ricerche
nel settore della qualita globale di latte e derivati: controllo dei
contaminanti, formulazione delle diete e nuove supplementazio-
ni, utilizzo di strumenti innovativi e sensori per monitorare le fa-
si di trasformazione, uso di cagli e starter diversi e incorporazio-
ne di vari ingredienti aromatici per ottenere nuovi prodotti, studi
di associazione fra genotipi e fenotipi. Solo a livello genetico que-
sto ha portato alla descrizione di una notevole variabilita a livello
di lattoproteine e alla definizione di associazioni con diverse ca-
ratteristiche tecnologiche e nutrizionali del latte. Spesso pero so-
no state analizzate poche regioni di ciascun gene e solo in specifi-

che razze. Inoltre la genotipizzazione con i metodi tradizionali ri-
chiede la combinazione di piti analisi, che non sempre possono es-
sere eseguite su tutte le frazioni lattoproteiche, escludendo quindi
anche la possibilita di analizzare efficacemente tutti gli effetti non-
ché gli effetti degli aplotipi caseinici. Per attribuire a un latte par-
ticolari caratteristiche bisogna non soltanto provare la relazione
causale, ma bisogna anche verificare che le componenti utili siano
presenti e presenti in quantita sufficiente. Pertanto una piu preci-
sa caratterizzazione della variabilita genetica su popolazioni piu
ampie potrebbe risolvere le situazioni riguardanti i risultati con-
trastanti e fornire le corrette indicazioni per la selezione. E chiaro
che lassociazione fra le componenti del latte e come ambiente
interno ed esterno all’animale le influenzino costituiscono un si-
stema complesso.

Tuttavia la ricerca sta sviluppando nuovi approcci per poterli ana-
lizzare simultaneamente. I progressi della tecnica e il coinvolgi-
mento del mondo scientifico e le collaborazioni con organismi in-
ternazionali sono oggi pilt che mai di un’importanza strategica in
questo settore.

1 Genetic polymorphism of goat and sheep milk proteins
and effects on milk quality

Key words: sheep, goat, milk proteins, genetic variants.
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INTRODUZIONE - La produzione italiana di latte caprino rappre-
senta solo 1'1,6% della produzione di latte totale. La diffusione de-
gli allevamenti di capre da latte risulta per lo piu limitata, nell’ordi-
ne, alle isole, alle regioni meridionali, al Piemonte e alla Lombardia.
Si evidenzia tuttavia una crescita costante che dal 2001 al 2012 ha
comportato un incremento del 136% passando da 11840 t a 27940
t (Eurostat). L'interesse per il latte di capra, da sempre considerato
una valida alternativa al latte vaccino in quanto ritenuto piu digeri-
bile e meno “allergenico’, & oggi aumentato forse anche a causa del-
la sempre maggiore apertura del consumatore nei confronti di pro-
dotti caseari per gourmet, dal sapore deciso e particolare, peraltro
molto diversificato, a seconda della lavorazione. Al latte di capra va
riconosciuto un ruolo dietetico importante dovuto a diverse carat-
teristiche: esso contiene una maggiore percentuale di globuli di
grasso di piccole dimensioni, rispetto al latte vaccino, che rende il
latte pit digeribile; ¢ pil1 ricco di acidi grassi a catena corta e media
(C6:0, caproico, C8:0, caprilico e soprattutto C10:0, caprico) che, a
differenza di altri acidi grassi, vengono digeriti e assorbiti molto ra-
pidamente, seguendo la via ematica; questa caratteristica rende il
latte di capra utilizzabile da soggetti con problemi di malassorbi-
mento; la maggiore proporzione di questi acidi sembra anche inibi-
re lo sviluppo e il deposito di colesterolo. 1l latte di capra contiene
anche elevati livelli di oligosaccaridi, peraltro molto simili a quelli
riscontrabili nel latte umano, che passano indigeriti nell’'intestino
crasso, dove agiscono da prebiotici, contribuendo al mantenimento
e allo sviluppo della flora intestinale deputata alla competizione con
i batteri patogeni.

Le caratteristiche degli allevamenti sono estremamente variabili in
relazione all’area di produzione (aree Alpine o zone marginali me-
diterranee) e ai tipi genetici adottati. Sussistono infatti in Italia sva-
riate tipologie di allevamento che vanno dall’altamente intensivo,
assimilabile ai sistemi per vacche da latte ad alta produzione, gene-
ralmente con impiego di razze di tipo alpino, ai sistemi estensivi ba-
sati esclusivamente sull’impiego di pascolo naturale, presenti in
aree montane estremamente degradate, come in alcune aree del sud
Italia e delle isole. Cid a dimostrazione della notevolissima adatta-
bilita della specie caprina alle condizioni ambientali pitt diverse.
Naturalmente cio & possibile anche grazie alla grande varieta di raz-
ze e popolazioni (molte delle quali considerate “a rischio” di estin-
zione) presenti in Italia che presentano caratteristiche produttive
molto diverse fra loro.

La presente relazione ha lo scopo di evidenziare come I’alimenta-
zione al pascolo e I'interazione tra alimentazione e genotipo al lo-
cus dell’alfa s1 caseina siano spesso causa di importanti variazioni
dei livelli produttivi e di alcune caratteristiche qualitative del latte.

Effetti del pascolo - La capra viene definita “intermediate o op-
portunistic feeder” a causa della sua spiccata capacita di adattarsi, a
seconda delle situazioni ambientali in cui si trova, a diete altamen-
te energetiche e proteiche, a pascoli erbacei gestiti in modo alta-
mente intensivo o a pascoli naturali di tipo erbaceo o arbustivo, in
condizioni estremamente estensive. Cid grazie alla possibilita di
modulare, in funzione delle condizioni alimentari a sua disposizio-

ne, alcuni aspetti morfologici (volume dei prestomaci, dimensioni
della superficie assorbente), fisiologici (secrezione salivare, riciclo
dell’azoto) e comportamentali (selezione della dieta). E stato dimo-
strato che le capre, sono in grado di selezionare al pascolo le essen-
ze 0 le parti di pianta pii ricche di sostanze nutritive, e di scartare
le essenze tossiche, grazie all’esperienza acquisita e ai conseguenti
processi di apprendimento. Inoltre, in carenza di foraggi di buona
qualita riescono a soddisfare le proprie esigenze ingerendo essenze
botaniche poco appetibili e ricche di polifenoli; queste sostanze, che
in altre specie rappresentano una fonte di tossicita, nelle capre, for-
se a causa di meccanismi difensivi pill spiccati, come la possibile
presenza nella saliva di particolari proteine (TBS, tannin-binding
salivary proteins) in grado di legare e neutralizzare i tannini, sem-
brano poter essere utilizzate senza subire fenomeni tossici. Inoltre,
gli stessi tannini possono diventare strumento di prevenzione di fe-
nomeni di avvelenamento da altre sostanze, per esempio alcuni al-
caloidi, presenti in alcune specie spontanee. Tali attitudini compor-
tamentali non possono che riflettersi sulle prestazioni produttive:
escludendo le situazioni estreme in cui i livelli di tannini sono tal-
mente elevati da determinare una riduzione di ingestione e un dra-
stico calo produttivo, se la loro presenza nella dieta ingerita al pa-
scolo risulta contenuta (non oltre il 4% della sostanza secca), si pos-
sono ottenere interessanti risposte qualitative: infatti il latte di capre
alimentate su pascoli spontanei con presenza di piante arbustive ri-
sulta pil ricco in fenoli che ne migliorano la stabilita ossidativa e le
caratteristiche sensoriali. Inoltre la presenza di tannini nella dieta
sembra sia responsabile dell’aumento nel latte di acidi grassi polin-
saturi della serie omega 3, acido linolenico in particolare, a causa
della aumentata protezione dei PUFA dall’azione di bioidrogena-
zione ruminale. I pascoli naturali, piti dei pascoli coltivati, grazie al-
la loro composizione floristica molto eterogenea, garantiscono una
piu elevata concentrazione di carotenoidi, retinolo, alfa-tocoferolo
e di oli essenziali prevalentemente rappresentati dai terpenoidi; la
maggior parte di queste sostanze passa nel latte arricchendone il va-
lore salutistico e sensoriale. Tuttavia i terpeni, una volta ingeriti,
possono essere convertiti in vari metaboliti, sia nel rumine che nei
tessuti, ed essere poi eventualmente riconvertiti nella loro struttura
originaria. Cio rende non facile 'impiego di tali molecole come
traccianti del pascolo nel latte o nei formaggi.

In generale l'erba fresca nell’alimentazione dei ruminanti rappre-
senta la principale e piti naturale fonte di precursori di sostanze ad
azione nutraceutica presenti nei loro prodotti. Tra le caratteristiche
salutistiche associate alla presenza del pascolo nella dieta, il profilo
acidico del grasso del latte, ma anche della carne, & stato probabil-
mente il pitt studiato dai nutrizionisti animali negli ultimi decenni.
Dall’analisi dei risultati di diverse prove di alimentazione di capre al
pascolo sui livelli produttivi e su alcune caratteristiche qualitative
del latte sembra evidente che, mentre la produzione di latte non
sempre migliora in presenza di pascolo nella dieta, a fronte di diete
basate su fieno e concentrati, o di animali al pascolo ma con eleva-
ti livelli di supplemento concentrato, le percentuali di acido linolei-
co coniugato e di acido linolenico risultano quasi sempre piu eleva-
ti con pascolo vs fieno e con solo pascolo vs pascolo + supplemen-
to, confermando sostanzialmente i risultati riscontrabili in lettera-
tura su latte ovino.
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Tra i pochi aspetti negativi riferibili al pascolo vi ¢ la presenza, nel-
erba fresca, di una notevole quota di proteine altamente degrada-
bili associate a bassi livelli di carboidrati solubili, una combinazio-
ne che rende poco efficiente la sintesi di proteine microbiche; tra le
conseguenze di tale squilibrio tra fonti di azoto e di carboidrati vi
sono: 'abbassamento del contenuto proteico e I'innalzamento del-
l'urea nel latte e 'aumento dell’escrezione azotata, La carenza di
carboidrati solubili potrebbe essere, almeno in parte ovviata, sfrut-
tando la naturale tendenza degli zuccheri ad aumentare durante il
giorno a causa dell’accumulo dei prodotti della fotosintesi: spo-
stando Porario di pascolamento di capre Girgentane dalle ore mat-
tutine (9,00 alle 13,00) a quelle pomeridiane (dalle 12,00 alle
16,00), sono stati riscontrati: un incremento medio di zuccheri so-
lubili (WSC) pari al 17% (20,4 vs 17,4% SS) e un aumento del rap-
porto WSC/proteina grezza mediamente pari al 43% (1,3 vs 0,9)
(Avondo et al., 2008). Cio ha comportato un aumento della protei-
na del latte e una riduzione dell’'urea. Anche la consistenza del coa-
gulo @ risultata migliore nel latte delle capre che hanno pascolato
durante il pomeriggio. E stata inoltre rilevata una riduzione di CLA
ed un aumento di acido linolenico.

Aumenti produttivi di rilievo, associati a proteina pitl elevata ma ad
urea non significativamente diversa tra gruppi sono stati riscontra-
ti da Pagano et al. (2011) somministrando, a capre Girgentane ali-
mentate in stalla, del foraggio di trifoglio sfalciato la mattina (alle
9,00) o il pomeriggio (alle 16,00). Considerato che il sistema di al-
levamento pit diffuso in ambiente mediterraneo prevede, per i pic-
coli ruminanti, un pascolamento di breve durata (short grazing sy-
stem, 4-7 ore al giorno e ricovero notturno in stalla), la pratica del-
lo spostamento dell’orario di pascolamento risulterebbe di sempli-
ce applicazione e di notevole efficacia.

Polimorfismo proteico e alimentazione - La specie caprina &
caratterizzata da un notevole polimorfismo ai loci lattoproteici. La
proteina di cui sono state individuate piu varianti genetiche & 'ois, -
caseina con 17 varianti alleliche associate a differenti livelli di sinte-
si di os,-caseina: varianti nulle (CSN1S1 0,, 0,, N), 0 g/1; varianti de-
boli (E G), 0,6 g/1; varianti intermedie (E, I), 1,6 g/l e varianti forti
(A, B1, B2, B3, B, C, H, L, M), 3,6 g/l). Pertanto gli studi piu ap-
profonditi sulle caratteristiche qualitative del latte sono stati effet-
tuati sulle suddette varianti. Gli alleli forti al locus dell’as,-caseina
determinano maggiori percentuali di caseina, grasso, calcio e fosfo-
ro, sapore ircino meno intenso, minore diametro delle micelle ca-
seiniche e pH pill basso, aspetti che nell'insieme migliorano le ca-
ratteristiche dei formaggi. Anche la composizione acidica del gras-
so del latte sembra essere influenzata, soprattutto gli acidi grassi a
catena media e gli acidi indicatori di attivita dell’enzima delta-9-de-
saturasi, sebbene i risultati di letteratura siano talvolta contrastanti,
forse a causa dell'impiego, in tali studi, di razze molto diverse fra lo-
ro (Chilliard et al., 2013).

Recentemente 'interesse & stato rivolto allo studio delle possibili in-
terazioni tra tale polimorfismo genetico e 'alimentazione delle ca-
pre (Tab. 1). De la Torre et al. (2009) hanno riscontrato che capre a
genotipo forte producevano piti latte, rispetto a capre deboli, quan-
do assumevano una dieta meno proteica (proteina grezza 14%); al
contrario le capre a genotipo debole rispondevano meglio a una
dieta pill proteica (proteina grezza 18%).

Un altro approccio allo studio delle relazioni tra alimentazione e
genotipo (Avondo et al., 2009), e stato quello di studiare lattivita
selettiva di capre portatrici di varianti forti (AA) e deboli (FF) in
una prova di alimentazione free-choice in cui le capre disponeva-
no di 5 alimenti separati (fieno, orzo, mais, favino e panello di gi-
rasole). E stato infatti ipotizzato che le capre, con la loro capacita
di autoregolazione alimentare, potessero modificare la selezione
della loro dieta in funzione della diversa attitudine alla produzio-
ne di caseina. Mediamente tutte le capre, pur ingerendo quantita
di alimenti decisamente superiori rispetto ai fabbisogni, non han-
no mai manifestato segni di malessere legato a tali eccessi, grazie
ad un comportamento alimentare “difensivo” nei confronti di
eventuali dismetabolie, che & consistito nell’ingerire, insieme a

Tabella 1 - Produzione e caratteristiche del latte in funzione
dell’interazione tra genotipo al locus dell’as;-caseina e di-
verse condizioni alimentari.

Dieta G Prod. Grasso Caseina MCFA CLA
Latte % % % tot % tot
1/d FAME FAME

"Modalita

di somm.

-Miscela GF 07 3,3 2,9 -
GD 07 32 24 >

-Free GF 1.2 24 2,7 =

choice GD 0,8 2,8 2,4 -

®Fieno

-100 % GF 0,9 4.4 &1 22,2 1,71
Et 0,9 36 2,8 - -
GD 1,0 34 2,4 20,0 1,29

-65 % GESN WIES BI5) 2,9 23,3 0,95
Et 1.8 2,9 2,8 - -
GDM K1k 32 2,5 239 1,22

-30% GF 15 37 3,1 = o
Et 1,2 2,9 3,0 - -
GD 1.2 3.2 2,7 - -

°PG

-14% GF 15 5,2 2.8 19,2 0,35
GD 11 4.8 2,6 18,0 0,29

-18% GF 1.2 55 2,9 170 0,47
GD 15 4.8 2,5 14,0 0,42

*Pascolo

-100% GF 14 3,5 2,8 22,1 0,48
Et 1,3 3,7 2,6 15,4 0,65

-Pasc+ C GESN N57 3,1 2,8 26,4 0,28
Et 1,6 853 2,7 22,0 0,30

-FienotC  GF 14 2,9 N7 21,5 0,28
Et 15 3,0 2,5 21,4 0,27

°Semi lino

-No GF 3,8 3,5 - 24,8 0,18
GD 4.4 2,9 - 22,0 0,22

-Si GEN §3¥7 4,5 - 18,0 1,33
GD 42 S/ - 17,8 1,83

®Pascolo GF 08 4,9 Y3 25,0 -
Et 09 48 3,2 24,4 o

G, genotipo al locus dell’as1-caseina; GF, capre a genotipo forte; GD, capre a
genotipo debole; Et, capre eterozigoti; PG, proteina grezza; C, concentrato.
"Avondo et al., 2009; ?Pagano et al., 2010; e Valenti et al., 2010; °De la Torre
et al., 2009; “Bonanno et al., 2013a e 2013b; 5Chilliard et al., 2013; ®Balia et
al., 2013.

grandi quantita di alimenti energetici anche grandi livelli di fieno
e girasole, caratterizzati da elevate percentuali di fibra grezza. Il
comportamento selettivo che nel complesso ha portato agli stessi
livelli di ingestione nei due gruppi genetici, & risultato tuttavia de-
terminante sulle risposte produttive: & da sottolineare infatti che
nella fase presperimentale dello stesso esperimento, i due tipi ge-
netici sono stati alimentati con gli stessi alimenti, sebbene in
quantitd minori, ma somministrati in miscela. Durante tale fase
non sono state evidenziate differenze di rilievo nelle produzioni di
latte fra genotipi.

Nel periodo free-choice, invece, la produzione di latte, & risultata
significativamente piu alta nelle capre AA; tali soggetti infatti han-
no selezionato una dieta con un maggior rapporto tra alimenti
energetici (mais e orzo) e alimenti proteici (favino e girasole) e ca-
ratterizzata da proteina meno degradabile; cid potrebbe aver mi-
gliorato Iefficienza microbica ruminale e aumentato la disponibi-
lita di aminoacidi per la sintesi di proteine del latte, come dimo-
strato anche dai minori livelli di urea rilevati nel latte dei soggetti
con alleli forti.

Alla luce di tali risultati ¢ stata realizzata una prova in cui capre AA,
AF e FF sono state alimentate con pellettati a 3 diversi livelli di in-
clusione di fieno: 100%, 65% e 30%. E stato evidenziato un impor-
tante effetto dell’interazione tra genotipo e dieta sulla produzione
di latte: gli alimenti piti energetici (con 65% e 30% di fieno) hanno
determinato, nelle capre a genotipo forte, un notevole incremento
produttivo, rispetto alle capre deboli, mentre non si sono riscontra-
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te differenze tra genotipi quando le capre erano alimentare con la
dieta a base di solo fieno. In linea con tali risultati, Bonanno et al.
(2013) in una prova con pascolo hanno riscontrato maggiori livelli
produttivi in capre AA rispetto a capre eterozigoti (AF) solo quan-
do gli animali ricevevano un supplemento di 800 g di granella di or-
z0; Balia et al. (2013), utlizzando pascolo estensivo, non hanno ri-
scontrato differenze produttive tra genotipi. Al contrario, Chilliard
et al. (2013) riportano produzioni mediamente pil elevate in capre
ad alleli deboli, rispetto a capre a genotipo debole.

In generale l'interazione tra genotipo e caratteristiche della dieta
fornita agli animali non ha dato risultati degni di nota su grasso e
proteine del latte. Bonanno et al. (2013b) e De la Torre et al. (2009)
non hanno evidenziato variazioni nel profilo acidico del grasso del
latte in relazione a tale interazione; Chilliard et al. (2013) alimen-
tando animali a genotipo forte e debole con o senza integrazione a
base di semi di lino, sebbene abbia riscontrato interazioni tra i due
fattori statisticamente significative, in realta non riporta risultati
che evidenzino risposte diverse nei due genotipi a seguito della
somministrazione di semi di lino. Al contrario, secondo Valenti et
al. (2010), una dieta piir ricca di energia (fieno 65% e concentrato
35%), se paragonata a una dieta a base di solo fieno (100%), ha de-
terminato risposte diverse nei due genotipi: nelle capre FF si ¢ veri-
ficato un aumento di acidi C8:0+C16:0 e una diminuzione degli
acidi grassi a catena lunga quando passavano dalla dieta 100% alla
dieta 65%, mentre nelle capre AA non si sono evidenziate differen-
ze nella percentuale di acidi a catena media mentre si sono verifica-
ti una riduzione del C16:0 e un aumento degli acidi grassi a catena
lunga. In particolare 'aumento di acidi a catena media nelle capre
FF con la dieta pil energetica potrebbe essere associabile alla mag-
giore sintesi di 0,;-caseina (+7 g/d) riscontrata a seguito del passag-
gio dalla dieta 100% alla dieta 65%. La maggiore disponibilita di ca-
seina potrebbe aver attenuato I’accumulo di proteine immature nel
reticolo endoplasmatico delle cellule epiteliali della ghiandola
mammaria di capre FE. Sembra infatti che tale accumulo possa svol-
gere un effetto inibente sull’attivita di alcuni enzimi responsabili
della sintesi di lipidi.

Conclusioni - Le peculiarita comportamentali delle capre alimen-
tate al pascolo e la grande variabilita genetica legata al polimorfi-
smo dell’o,;-caseina offrono opportunita uniche di miglioramento
delle prestazioni produttive e della qualita nutrizionale e sensoriale
del latte, rispetto agli altri ruminanti.

La gestione del pascolamento e dell’eventuale integrazione alimen-
tare andrebbe quindi rivolta ad una adeguata valorizzazione della
capacita selettiva delle capre; inoltre I’alimentazione dovrebbe esse-
re diversificata in funzione del profilo genetico “forte” o “debole”, al-

lo scopo di ottimizzare le risposte produttive e qualitative e di mi-
nimizzare i costi di produzione.

1 Animal feeding and goat milk quality

Key words: goat milk, pasture, milk protein polymorphism, milk
quality.
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La produttivita degli allevamenti dei piccoli ruminanti ¢ legata
principalmente alla loro efficienza riproduttiva; per tale motivo I'a-
borto, sia che intervenga per cause traumatiche, alimentari o infet-
tive, ¢ il fattore maggiore di perdite economiche in campo zootec-
nico.

Le dimensioni economiche del fenomeno sono spesso legate alle
specifiche cause nei diversi allevamenti, ma, considerando che il 5%
del patrimonio ovicaprino nazionale ogni anno abortisce, il danno
economico dovuto sia alla perdita di agnelli/capretti sia alla manca-
ta lattazione e possibile infecondita pud essere quantificato in una
cifra di circa 20 milioni di Euro/anno.

In una larga percentuale di aborti non si riesce a risalire ad una cau-
sa precisa; relativamente agli aborti di natura infettiva, ritenuti pre-
dominanti negli ovicaprini, la diagnosi & spesso difficoltosa sia per
il mancato invio del materiale patologico ai laboratori o per I'invio
di materiale inadeguato (non fresco, in autolisi, contaminato da al-
tri batteri, ecc...) sia perché sono necessarie metodiche laboratori-
stiche affidabili, specifiche e sensibili, effettuabili solo in strutture
specializzate.

Molti sono gli agenti patogeni di natura infettiva, alcuni dei quali
anche con potenziale zoonotico, classicamente riportati come abor-
tigeni (Brucella melitensis, Coxiella burnetii, Chlamidophila abortus,
Salmonella enterica serovar abortusovis e 'emergente Campylobacter
jejuni); Toxoplasma gondii e Neospora caninum, parassiti sporozoa-
ri appartenenti al Phylum Apicomplexa, sono i pitt importanti pro-
tozoi indentificati come causa di danno riproduttivo nei piccoli ru-
minanti.

Toxoplasma gondii € un parassita zoonotico a diffusione cosmopo-
lita in grado di infettare la maggioranza dei vertebrati omeotermi
(selvatici e domestici, compreso 'uomo) nonché gli uccelli che, nel
ciclo biologico del parassita, fungono da ospiti intermedi; il ruolo di
ospite definitivo ¢ affidato al gatto ed ai felidi selvatici che vengono,
tuttavia, definiti ospiti completi perché contemporaneamente pre-
sentano la fase di sviluppo asessuata-extraintestinale del parassita
tipica degli ospiti intermedi.

Lenorme circolazione in natura di T. gondii ¢ dovuta ad un ciclo
biologico unico che permette al parassita di a) passare dagli ospiti
definitivi agli intermedi e viceversa; b) diffondersi da un ospite in-
termedio ad un altro ospite intermedio sia in senso verticale per via
transplacentare, che in senso orizzontale, per carnivorismo o per
contatto con materiale infetto; c) passare da un ospite definitivo ad
un altro senza intervento degli ospiti intermedi ed, inoltre, alla pos-
sibilita di trasmettere I'infezione attraverso tre forme biologiche
quali: la forma vegetativa (Tachizoite), la forma cistica (Bradizoite)
e la forma oocistica (Sporozoite).

Linfezione negli ovicaprini viene acquisita al pascolo con I'inge-
stione di oocisti emesse dai felidi e divenute infettanti dopo sporu-
lazione nel terreno entro 2-5 giorni a seconda delle condizioni cli-
matiche (T° e Umidita). Lescistazione delle oocisti avviene nel pic-
colo intestino e dopo soltanto 5 giorni i tachizoiti, attraverso la via
linfoematogena, disseminano l'infezione in tutti i tessuti passando
attraverso stadi pseudocistici (pseudociste di Frenkel). La cessazio-

ne della parassitemia coincide con l'inizio della risposta immune
protettiva che porta alla formazione cistica.

In pecore e capre gravide, il passaggio transplacentare del parassita
(favorito dalla struttura sindesmocoriale della placenta) durante la
fase parassitemica porta a manifestazioni diverse (toxoplasmosi
congenita) secondo il momento gestazionale in cui 'animale si in-
fetta e di conseguenza secondo la maturita del sistema immune fe-
tale. Pil1 precisamente, morte e aborto embrionale o riassorbimen-
to (primi 40 giorni), morte e aborto fetale o natimortalita per
malformazioni congenite (fra i 70 e 90 giorni), nascita di animali
sani ma congenitamente infetti (dopo 110 giorni di gestazione) che
possono comunque presentare segni di malattia dopo la nascita ed
anche aborto al primo parto (Dubey, 1980; Buxton, 1998). La pre-
senza sporadica di aborti ripetuti puo essere ascritta ad una riatti-
vazione endogena con passaggio transplacentare da caduta dell’im-
munita cellulo-mediata.

Neospora caninum, considerato fra i pilt importanti agenti eziologi-
ci dell’aborto bovino, & stato ed ¢ tuttora ritenuto svolgere un ruo-
lo meno rilevante negli ovicaprini, considerate le poche segnalazio-
ni di casi abortigeni riportate in letteratura a partire dai primi re-
ports di Dubey et al. (1990, 1996). La stretta affinita con T. gondii &
evidenziata dalla similarita del ciclo biologico pur con elementi dif-
ferenziali importanti dal punto di vista patogeno e diagnostico.

Il cane ed i canidi selvatici sono considerati ospiti definitivi nonché
completi ma, a monte di sieropositivita accertate nei cani presenti
negli allevamenti, la quasi totale mancanza di positivita coprologi-
ca rende in natura la trasmissione orizzontale del parassita, tramite
oocisti sporulate, una modalita non rilevante. Il passaggio transpla-
centare dei tachizoiti ¢ responsabile del mantenimento dell’infezio-
ne all’interno di un allevamento e delle possibili manifestazioni pa-
togene in corso di gravidanza, ricalcanti lo schema gia illustrato in
corso di toxoplasmosi. Importante pertanto ’eta gestazionale, il si-
stema immune materno, il sistema immune fetale, la patogenicita
dei ceppi parassitari circolanti. Gli studi sul modello bovino hanno
accertato la non stimolazione da parte del parassita di una forte im-
munita cellulo-mediata (a differenza di T. gondii) e quindi la possi-
bilita di aborti ripetuti sia per una nuova infezione che soprattutto
per riattivazione di infezione pregressa in seguito a stress gravidico
(Piergili Fioretti et al., 2003). Aborti ripetuti in pecore infette sono
stati riportati da Jolley et al. (1999) e da Hassig et al. (2003).

11 ciclo biologico vede infine la fase parassitemica sotto forma
pseudocistica in tutti i tessuti e ’evoluzione a forma cistica (con
parete spessa 4 um diversamente da quella di T. gondii di 1 pm)
quasi esclusivamente nel tessuto nervoso (Fig. 1).

Liter diagnostico negli eventi abortigeni, volto a stabilire una rela-
zione causa-effetto, necessita delle risultanze di esami in grado di
evidenziare il parassita (esami biologici, istopatologici, immunoi-
stochimici, biomolecolari) o la risposta immune da esso evocata
(test sierologici).

Lesame istologico ed immunoistochimico viene eseguito su prelie-
vi bioptici da materiali abortigeni (cotiledoni placentari, cervello
fetale o altri organi) (Fig. 2). Il reperimento a livello placentare di
aree multifocali di necrosi e d’infiltrazione perivascolare di cellule
linfocitarie e mononucleate rappresenta il classico quadro in corso
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di toxoplasmosi e neosporosi; i parassiti sono raramente reperiti in
posizione intra ed extracellulare alla periferia delle lesioni. Le lesio-
ni fetali a livello cerebrale si manifestano come una meningoence-
falite non suppurativa, anche con presenza di calcificazioni. Lese-
cuzione di tecniche immunoistochimiche permette di evidenziare
pitt sensibilmente forme tachizoitiche, pseudocistiche o cistiche
specie in caso di infezioni pauciparassitarie ed in un materiale for-
temente degenerato (Fig. 3).

La scarsita di lavori sull’argomento non permette di ben valutare
possibili differenze patologiche tra capre e pecore.

Lo stesso materiale bioptico viene utilizzato per I'esecuzione delle
prove biologiche quali I'inoculazione per via peritoneale, in topini
cortisonizzati, di emulsioni antibiotate di tali prelievi con sviluppo,
in caso di positivita parassitaria, delle classiche cisti terminali dopo
6-8 settimane dall’inoculo. Le prove biologiche, permettendo la ri-
producibilita del parassita, facilitano la diagnosi di infezioni pauci-
parassitarie.

Alla diagnosi su animale di laboratorio vengono oggi preferite le
prove in vitro su colture cellulari (T. gondii e N. caninum, riprodu-
cendosi in tutti i tessuti dell’organismo ospite, non hanno specifi-
cita di linee cellulari) in quanto presentano la stessa sensibilita ed
evidenziano la presenza parassitaria gia dopo 48-72 ore dall'inocu-
lo con aree di lisi cellulare e tachizoiti liberi (Fig. 4).

Le tecniche biomolecolari, in grado di evidenziare il DNA parassi-
tario (PCR, Nested PCR, Realtime PCR), sono attualmente le pit
utilizzate, soprattutto su campioni di encefalo fetale, per la loro sen-
sibilita anche su materiale con autolisi tissutale. Poiché la diagnosi
di certezza necessita sempre della messa in evidenza del parassita, le
prove biomolecolari vanno sempre integrate dalle prove in vitro o
dagli esami istopatologici. Analogamente, la similarita dei quadri
istopatologici, in corso di neosporosi e toxoplasmosi, necessita di

Figura 1 - Cisti tissutali di Neospora caninum (sx) e Toxoplasma
gondii (dx).

prove biomolecolari per la speciazione della causa eziologica. Solo
la diversa morfologia delle forme cistiche permette di differenziare
le due infezioni.

I metodi sierologici sono utili per la diagnosi indiretta negli anima-
li adulti e nei neonati e la messa in evidenza di anticorpi specifici
puo essere eseguita anche su latte colostrale. Poiché il primo movi-
mento anticorpale IgM ed IgG ¢ diretto verso gli antigeni cuticola-
ri, il test di Immunofluorescenza Indiretta (IFAT) ¢ considerato il
golden test; titoli = 1/64 e > 1/160 sono considerati positivi rispetti-
vamente per T. gondii e N. caninum anche se in corso di infezione
acuta, come nelle manifestazioni abortigene, gli anticorpi presenta-
no titoli molto pitr elevati. La specificita del’'TFAT (100%) & com-
provata dall’assenza di cross-reattivita tra i due parassiti.

Tra le metodiche che utilizzano antigeni endocitoplasmatici solo
PELISA dimostra caratteristiche paragonabili al’IFAT anche se la
minore sensibilita ne consiglia I'uso per indagini epidemiologiche e
non per una diagnosi clinica.

Lindagine sierologica post-abortiva sulle madri ¢ essenziale per va-
lidare i test istopatologici e biomolecolari sui materiali abortigeni,
ma la sola positivita sierologica delle madri non puo essere correla-
ta direttamente con 'aborto in quanto la presenza di infezioni cro-
niche comporta positivita sierologica.

Recentemente la tecnica IgG Avidity ELISA, messa a punto e vali-
data sul modello usato in medicina umana, si ¢ rivelata altamente
sensibile nel discriminare tra infezione acuta e cronica e quindi nel
diagnosticare negli ovicaprini 'eziologia sia toxoplasmica che neo-
sporosica dell’aborto (Clementino et al., 2007).

Figura 3 - Immunoistochimica su sezione di miocardio: pseudociste
di Neospora caninum.

Figura 2 - Cisti di Toxoplasma gondii in tessuto miocardico di agnello
abortito.

Figura 4 - Cultura di fibroblasti con aree di lisi cellulare e clusters
di tachizoiti di Toxoplasma gondiii.
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Negli agnelli e capretti neonati precolostrati, una sierologia positi-
va ¢ diagnostica per forme congenite; il passaggio di anticorpi ma-
terni IgG con il colostro impone, in caso di sierologia positiva dopo
assunzione del colostro, un secondo test a distanza di alcuni giorni
per osservare la presenza di sieroconversione, significativa di infe-
zione in atto, oppure il dosaggio delle IgM poiché non vengono tra-
smesse attraverso il colostro (Blewett e Watson, 1984). La discrimi-
nazione isotipica tra i livelli degli anticorpi IgG, (trasmessi princi-
palmente per via colostrale) e IgG, puo portare un contributo nel-
la determinazione tra passaggio passivo di anticorpi e produzione
attiva.

A monte della possibilita di indagini diagnostiche sensibili e speci-
fiche, pochissimi i dati epidemiologici italiani sugli aborti.
Riportiamo I'esauriente lavoro di Masala et al. (2007), condotto in
107 allevamenti del Nord della Sardegna, dove 'esame totale di 399
campioni abortigeni portava al riscontro di T. gondii DNA nel
18,1% dei feti ovini e nel 13,1% delle placente, mentre, relativa-
mente ai caprini, la positivita si attestava al 13% nei feti ed al 25%
nelle placente. Molto piit contenuta la presenza di N. caninum DNA
con valori del 2% e dell’8,6% nei feti ovini e caprini rispettivamen-
te; le placente risultavano negative. La presenza, nel 41% dei feti
ovini e nel 17,3% di quelli caprini, di altri agenti abortigeni batteri-
ci, spesso in associazione, rende difficile stabilire 'importanza pa-
togena di ognuno.

Analoga conclusione puo essere tratta, relativamente a N. caninum,
dai risultati riportati da Costarelli et al. (2004) in un allevamento
ovicaprino dell’Ttalia Centrale dove 'accertamento in forma pura di
N. caninum in un feto caprino (PCR ed esame istopatologico), con-
trapposto alla presenza in altri 4 feti di soli agenti batterici, rende
dubbia I'importanza del ruolo ricoperto dal parassita.
Recentissime indagini condotte nel periodo 2010-2012 presso I'lZ-
SUM (non pubblicate), pur riscontrando I'11% di positivita per T.
gondii negli aborti ovini ed il 17% in quelli caprini, non portano
nessun contributo data la compresenza dei maggiori agenti aborti-
geni batterici.

Pilt numerose le indagini epidemiologiche sierologiche, soprattutto
riguardanti T. gondii, che confermano comunque la presenza dei
due parassiti all’interno degli allevamenti.

La Tabella 1 (Rinaldi e Cringoli, 2010) riporta sinotticamente le in-
dagini relative a T. gondii dal 1980 al 2009.

Le differenze di sieropositivita riportate trovano spiegazione nelle
differenti tecniche diagnostiche usate, nei diversi management di
allevamento, eta degli animali nonché differenti condizioni climati-
che che influiscono sull’infettivita delle oocisti.

Significativo il riscontro di Fusco et al. (2007) di T. gondii DNA nel
3,4% dei campioni di latte ovino; i tachizoiti, anche se rapidamen-
te digeriti a livello gastrico, sono ugualmente importanti per I'infe-
zione umana dato che possono prendere direttamente la via linfoe-
matogena nel cavo orale in presenza di piccole lesioni o abrasioni.
Lingestione di latte crudo non pastorizzato o di formaggi locali da
consumare freschi rappresenta, pertanto, un fattore di rischio per la
salute pubblica.

Cenci Goga et al. (2013), in una indagine su allevamenti di pecore
da latte in Toscana, segnala una positivita sierologica del 34% negli
animali e del 97% negli allevamenti. Lanalisi dei fattori di rischio,
mostrando una forte associazione con I'accesso dei gatti all’acqua di
abbeverata, ma non alle riserve di mangime (granaglie ed insilati)
non protette all'interno dei capannoni, supporta la recente acquisi-
zione della toxoplasmosi come water-borne disease.

Degno di nota il lavoro di Gazzonis et al. (2014, in press) sulla epi-
demiologia di T. gondii in pecore e capre in Nord Italia, area geo-
grafica dove l’allevamento dei piccoli ruminanti, ed in special mo-
do delle capre, ha assunto negli ultimi 35 anni particolare rilevan-
za tanto che il latte caprino rappresenta il 37,7% della produzione
nazionale (ISTAT, 2010). Il 96,6% degli allevamenti di capre ed il
41,7% dei capi sono risultati positivi contro 1'87,5% degli alleva-
menti ovini ed il 59,3% dei capi. La maggiore sieropositivita e ri-
sultata nella fascia d’eta 4 anni, con un decremento negli animali

> 6 anni. Tra i fattori di rischio significativi, a supporto dell'im-
portanza rivestita dal management, I’allevamento misto pecore e
capre, l'allevamento estensivo o semi-intensivo (fino al 60% di
prevalenza contro il 22% di quello intensivo) ed anche la transu-
manza.

Il recentissimo lavoro di Mancianti et al. (2013), considerata I'im-
portanza sanitaria rivestita dall’assunzione umana di carne e latte
caprino con presenza di T. gondii, riporta una sieroprevalenza, in
125 capre in lattazione in allevamenti della Toscana, del 60,6% e la
presenza parassitaria nel latte nel 13% delle capre sieropositive e
PCR positive su campioni di sangue.

Inesistenti i dati epidemiologici riguardanti N. caninum al di la di
quelli riportati da Mula et al. (2012) su 493 pecore appartenenti a 5
allevamenti del Nord della Sardegna, dove alte positivita (66,9%)
erano riscontrate sia nel siero che nel latte in un allevamento con
storia di aborti.

Negli altri allevamenti la prevalenza mostrava valori intorno al 10%
ma con alta concordanza fra siero e latte.

I riscontri epidemiologici riportati, tutti riguardanti T. gondii, sot-
tolineano i limiti di un possibile controllo della parassitosi in quan-
to individuano come principale fattore di rischio il diverso mana-
gement dell’allevamento che favorisce, in misura maggiore o mino-
re, il contatto tra aree pascolative contaminate o, nel caso di alleva-
menti intensivi, 'ingestione di cibo ed acqua inquinati da feci di
gatti positive per oocisti.

Una profilassi gestionale negli allevamenti estensivi o semi-intensi-
vi vedrebbe venire meno attivita tradizionali che rappresentano im-
portanti risorse per la conservazione del territorio e della sua eco-
nomia, mentre una profilassi ambientale risulta quasi impossibile
in quanto comporta il controllo delle popolazioni feline randagie o
rinselvatichite sia dal punto di vista numerico che come fonte di in-
fezione oocistica.

Tabella 1 - Dati di prevalenza di Toxoplasma gondii in ambito ita-
liano.

N. animali Tecnica
Regione esaminati . . Bibliografia
(prevalenza) Diagnostica
Ovini
Lombardia 352 (78%) LAT Gaffuri et al., 2006
Emilia 374 (69%) IFAT Baldelli e
Romagna Pietrobelli, 1985
Campania 1.170 (28.5%) IFAT Fusco et al., 2007
Puglia e 306 (88.6%) IFAT Puccini et al., 1981
Basilicata 321 (56.1%) IFAT Puccini et al., 1983
Sicilia 1.380 (0.1%) IFAT Balbo et al., 1980
1.876 (49.9%) ELISA Vesco et al., 2007
Sardegna 7.149 (28.4%) IFAT I1gG Masala et al., 2003
(9.9%) IFAT IgM Tola et al., 2006
29.886 (19.2%) IFAT IgG
(5.4%) IFAT IgM Natale et al., 2007
1.043 (51.3%) ELISA
422 (31.5-62.6%) IFAT IgG
(14.9%) IFAT IgM Zedda et al., 2009
Caprini
Lazio 198 (95%) MAT De Capraris e
Gravino, 1981
Puglia e 244 (68.9%) IFAT Puccini et al., 1983
Basilicata
Sardegna 2.445 (12.3%) IFAT IgG Masala et al., 2003
(5.6%) IFAT IgM
4.562 (11.7%) IFAT IgG Tola et al., 2006

(4%)  IFAT IgM
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Mantenere piccole popolazioni di felidi &€ importante per il control-
lo dei roditori ma i roditori sono, a loro volta importanti fonti di in-
fezione per i felidi. I gatti giovani alla prima infezione eliminano
milioni di oocisti.

Lunica profilassi valida ed attuabile & quella vaccinale, non autoriz-
zata in Italia ma utilizzata in numerosi paesi europei ed extraeuro-
pei come la Nuova Zelanda.

11 vaccino, costituito dal ceppo S48, isolato da un feto abortito ovi-
no ed attenuato da > 3000 passaggi in vivo, induce una immunita
protettiva contro 'aborto in quanto, limitando I'invasione tissutale
del parassita attraverso la via linfoematogena, protegge la placenta
ed il feto dall’infezione. Uimmunita cosi acquisita persiste per un
periodo di 18 mesi.

Tra i protozoi appartenenti al Phylum Apicomplexa, il genere Sar-
cocystis con la specie Sarcocystis ovicanis riveste ugualmente un ruo-
lo importante negli aborti ovini anche se sottovalutato a causa del-
le difficolta diagnostiche.

Le sarcosporidiosi degli ovini insorgono a seguito dell’ingestione di
sporocisti infettanti eliminate con le feci dai carnivori, ospiti defini-
tivi. La particolarita del ciclo biologico, che vede nell’ospite inter-
medio gli sporozoiti dapprima prendere la via linfoematogena e poi
compiere due fasi schizogoniche negli endoteli vasali di diversi or-
gani e visceri (diversamente dagli altri sporozoi in cui le fasi schizo-
goniche erano proprie dell’ospite definitivo) ed una terza nei linfo-
citi, con successivo incistamento dei merozoiti nella muscolatura
striata (sarcocisti), rende ragione della gravita della sintomatologia
osservata negli ospiti intermedi.

Gli ovini possono costituire gli ospiti intermedi di 4 specie di Sar-
cosporidi, fra cui si riconoscono forme non patogene trasmesse dai
gatti che esitano in sarcocisti macroscopiche (S. ovifelis, S. medu-
siformis) e forme altamente patogene trasmesse dai canidi che esi-
tano in sarcocisti microscopiche (S. ovicanis, S. arieticanis). Queste
possono rendersi responsabili, nella fase acuta dell'infezione (studi
sperimentali), di encefaliti, encefalomieliti, diatesi emorragica e tal-
volta morte dell’animale (Dubey et al., 1989) cosi come di riassor-
bimento embrionale o aborto e natimortalita nelle pecore gravide
(Fayer e Dubey, 1988).

Lescrezione di una sarcotossina, fortemente necrotizzante amplifi-
ca sinergicamente il potere patogeno del parassita.

Le contraddittorieta emerse durante gli studi sperimentali circa la
possibilita di trasmissione transplacentare del parassita, hanno por-
tato ad ipotizzare possibili meccanismi con cui il Sarcocystis puod
portare alla morte fetale. Le alterazioni vascolari, causate sia mecca-
nicamente dalle fasi schizogoniche che tramite metaboliti tossici,
causando anossia tissutale sono responsabili in primis degli episodi
abortigeni.

11 sospetto passaggio della sarcotossina e non del parassita rende
difficile una diagnosi diretta sui materiali abortigeni, in quanto ba-
sata sull” evidenziazione del parassita; la diagnosi ¢ effettuabile con
le stesse metodiche in uso per T. gondii.

La presenza nello stesso animale di infezioni polispecifiche, rende
ugualmente difficile negli animali adulti I'utilizzo di test sierologici
specifici e sensibili causa la notevole cross-reattivita antigenica tra
le varie specie. Pili recentemente, la diagnostica biomolecolare
(Heckeroth e Tenter, 1999) sta portando un notevole contributo
riuscendo a diagnosticare I'infezione anche a livello di specie paras-
sitaria.

La mancanza di mezzi diagnostici, se non quelli di riscontro come
reperto di macellazione soprattutto su muscolatura esofagea, larin-
gea, linguale, diaframmatica e miocardica, ha portato di conse-
guenza alla mancanza di dati epidemiologici certi e non supposti
sulla base del carattere cosmopolita del parassita.

Gli unici dati in Italia risultano quelli di Varcasia ed altri (2002) in
cui lutilizzo di una Nested-PCR ha permesso di segnalare per la
prima volta la presenza di S. ovicanis nel 96% dei cuori dei soggetti
esaminati (n. 88 ovini regolarmente macellati) contro una positivita
del 73% per Sarcocystis spp. del classico esame a fresco. Questi dati
confermano I'importanza di proseguire gli studi su questo parassi-

ta considerato il potere abortigeno delle forme microscopiche e dei
numerosi casi di aborto in cui non si riesce a determinare 'agente
eziologico (circa il 47% in Sardegna).

I Recent advances on protozoan infections in ovine
and caprine abortions in Italy

Key words: sheep, goat, abortion, protozoa.
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INTRODUZIONE - Lallevamento ovi-caprino rappresenta nel
Lazio e nella Toscana una realta zootecnica ed economica di pri-
maria importanza con un totale di circa 9000 allevamenti ovini e
di circa 2400 allevamenti caprini registrati nella Banca Dati Na-
zionale dell’Anagrafe Zootecnica (BDN). L’aborto nella specie
ovi-caprina & molto frequente e costituisce uno dei principali mo-
tivi di mancato introito da parte dell’allevatore. In realta, con il
termine generico di aborto, spesso si intende una serie pilt ampia
di problemi riproduttivi che vanno dal riassorbimento fetale, al-
I’aborto vero e proprio, alla nascita di animali mummificati, fino
alla mortalita neonatale e alla nascita di animali a termine con di-
sfunzioni di vario tipo (disvitali) (Menzies, 2011).

Tutte queste problematiche provocano ingenti danni economici
agli allevatori, sia di tipo diretto che indiretto quali: ritorni in ca-
lore e necessita di dover fecondare nuovamente ’animale, manca-
to ritorno in calore dell’animale e/o necessita di indurre farmaco-
logicamente D’estro, perdita diretta di animali, riduzione o assen-
za della produzione lattea, perdita di patrimonio “genetico” a cau-
sa di metriti e ritenzioni placentari che possono portare ad infer-
tilita o ipofertilita, deprezzamento del gregge (De curtis et al.,
2004). In genere si ritiene che pill del 60% degli aborti dei picco-
li ruminanti siano di origine infettiva. I principali agenti eziologi-
ci batterici e parassitari implicati sono: Brucella melitensis, Salmo-
nella enterica subsp. enterica, in particolare la serovariante Abor-
tus-ovis, Chlamydophila spp., in primis Chlamydophila abortus,
Coxiella burnetii, Campylobacter fetus subsp. fetus e Campylobacter
jejuni, Listeria spp., Toxoplasma gondii e Neospora caninum (Gi-
vens e Marley, 2008; Masala et al., 2007). In rari casi si possono
avere aborti legati ad infezioni da Leptospira spp., miceti, myco-

plasmi e altri agenti infettivi opportunistici (es. Trueperella pyoge-
nes, Enterobacteriaceae, Bacillus spp.) (Givens e Marley, 2008). Ac-
certare le cause di aborto con accuratezza diagnostica ¢ di fonda-
mentale importanza, sia per prevenire il ripetersi di tali episodi e
la diffusione della condizione patologica intra/inter-allevamento,
sia per evitare I'insorgenza di possibili malattie trasmissibili al-
l'uomo (zoonosi). In tal senso, tutti i principali agenti patogeni
abortigeni sopra citati sono oggetto di indagini diagnostiche di
routine svolte presso I'Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Regioni Lazio e Toscana (IZSLT).

Scopo di tale lavoro ¢ quello di presentare le esperienze diagnosti-
che sulle cause di aborto infettivo in ovini e caprini messe in atto a
vantaggio della sorveglianza passiva e realizzate presso 'IZSLT du-
rante il biennio 2012-2013 ed il primo semestre del 2014.
MATERIALI E METODI - Nell’ambito della sorveglianza passiva
nei confronti degli agenti abortigeni, tutti i Laboratori del’'TZSLT
dislocati sul territorio eseguono indagini per la diagnosi diretta de-
gli agenti batterici e parassitari potenzialmente coinvolti. In base al
materiale biologico conferito, vengono effettuati gli esami anato-
mopatologici, le prove microbiologiche di primo livello, seguite se
necessario da analisi di secondo livello. Queste ultime vengono in
gran parte svolte presso la Direzione Operativa Diagnostica Gene-
rale della Sede Centrale di Roma. Attualmente, la diagnosi diretta
dei principali agenti abortigeni batterici e parassitari si basa princi-
palmente su esami colturali e sull'impiego di tecniche di biologia
molecolare. Nello specifico, per quanto riguarda gli esami colturali
per Brucella spp., Campylobacter spp., Salmonella spp. e Listeria spp.
vengono impiegate Procedure Operative Standard che hanno come
riferimento il Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals (OIE). Per quanto riguarda la ricerca diretta di agenti dif-
ficilmente coltivabili, o non coltivabili nelle condizioni diagnosti-
che di routine quali Chlamydophila spp., Coxiella burnetii, Toxopla-

Tabella 1 - Metodiche impiegate presso I'lZSLT per la diagnosi diretta dei principali agenti abortigeni batterici e parassitari.

Agente infettivo

Brucella spp.

Campylobacter jejuni
Campylobacter fetus subsp. fetus
Chlamydiales

Chlamydophila abortus, pecorum,
pneumoniae, psittaci

Coxiella burnetii

Listeria spp.

Neospora caninum

Salmonella spp.

Toxoplasmatidae

Toxoplasma gondii

*Test in uso presso 2 Sezioni.

Organi di elezione da esaminare
Milza, polmone, contenuto IV stomaco, placenta.
Fegato, contenuto IV stomaco, placenta.

Fegato, contenuto IV stomaco, palcenta.

Polmone, fegato, placenta.

Polmone, fegato, placenta.

Fegato, cervello.

Milza, polmone, contenuto IV stomaco, placenta.

Metodiche
Esame colturale e PCR, PCR Real-Time
Esame colturale e PCR
Esame colturale e PCR
PCR, Ricerca Antigene mediante

Kit commerciale*

PCR/RFLP

Milza, fegato, polmone, placenta. PCR

Esame colturale

Cervello, fegato, cuore, placenta. PCR

Esame colturale

Cervello, fegato, cuore, placenta. PCR

Cervello, fegato, placenta. PCR
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sma gondii e Neospora caninum, sono invece principalmente impie-
gati saggi di Polymerase Chain Reaction (PCR) sviluppati presso la
Direzione Operativa di Diagnostica Generale dell'IZSLT. Le meto-
diche impiegate e le matrici di elezione per 'esecuzione delle prove
sono riportate in Tabella 1.

In alcuni casi, a seconda della tipologia e delle condizioni del mate-
riale conferito (materiale idoneo/non idoneo per l'analisi), della
storia anamnestica e clinica dell’allevamento di origine, dei rilievi
anatomopatologici e di una certa variabilita interlaboratorio, non &
stato tuttavia possibile testare tutte le matrici di elezione per tutti gli
agenti sopraindicati.

Nel complesso, nell’'ambito della sorveglianza passiva di laboratorio
per agenti abortigeni, campioni biologici sono stati conferiti alle va-
rie sedi/sezioni territoriali dell'TZSLT da 131 allevamenti ovini e da
37 allevamenti caprini. Nella maggior parte dei casi sono pervenuti
singoli campioni (un feto, prodotti da un singolo aborto) o talvolta
due campioni, spesso in caso di aborto gemellare. Tale numero di
allevamenti purtroppo rappresenta solo una piccola frazione (< al
2%) di quelli in attivita sul territorio bi-regionale.

RISULTATI - Durante il periodo considerato (biennio 2012-2013 e
primo semestre del 2014), non si sono avute evidenze né di aborto
di origine brucellare, né da Campylobacter spp., né da Neospora ca-
ninum. Durante lo stesso periodo non sono stati inoltre segnalati
aborti dovuti a Leptospira spp., Border disease o virus di Schmallem-
berg (comunicazione personale da parte della Direzione Operativa
Diagnosi Malattie Virali e Leptospirosi del'IZSLT). Nel complesso,
nell’arco di tempo considerato, gli agenti pill frequentemente riscon-
trati nelle aziende ovine colpite da aborti e problemi riproduttivi so-
no stati: Chlamydophila spp., con 32 allevamenti positivi su 131 esa-
minati (24.4%), Salmonella spp., con 28 allevamenti positivi su 119
esaminati (23.5%), Toxoplasma gondii con 11 allevamenti positivi su
73 esaminati (15.1%) e Coxiella burnetii con 16 allevamenti positivi su
112 esaminati (14.3%). In un solo allevamento dei 64 esaminati veni-
va rilevata la presenza, in un feto abortito, di Listeria ivanovii. Per
quanto riguarda gli allevamenti caprini, gli agenti piti frequentemen-
te riscontrati sono stati: Coxiella burnetii con 15 allevamenti positivi
su 35 esaminati (42.9.%), Chlamydophila spp. con 5 allevamenti posi-
tivi su 37 esaminati (13.5%) e Listeria spp. con 4 allevamenti positivi
su 35 esaminati (11.4%). Per quest'ultimo patogeno, in due alleva-
menti veniva riscontrata la presenza di Listeria monocytogenes, mentre
negli altri due di Listeria ivanovii. In uno solo dei 22 allevamenti esa-
minati veniva rilevata la presenza di Toxoplasma gondii, in concomi-
tanza con Coxiella burnetii. In nessuno degli allevamenti caprini esa-
minati veniva invece riscontrata la presenza di Salmonella spp..

Nel dettaglio, per quanto riguarda Chlamydophila spp., nei casi in
cui & stata eseguita l'identificazione di specie mediante restriction
fragment length polymorphism (RFLP), & stata sempre riscontrata la
presenza di Chlamydophila abortus. Per quanto riguarda I'anda-
mento temporale, per la pecora, specie piti colpita, a fronte di un in-
cremento nel 2013 (59 allevamenti testati) e nel primo semestre del
2014 (45 allevamenti testati) degli allevamenti esaminati rispetto al

2012 (38 allevamenti testati), la percentuale di positivita non cam-
biava in maniera significativa, attestandosi sempre intorno al 20%.
Differente era la situazione nella capra, dove nel 2012 non veniva ri-
scontrata alcuna positivita sui 10 allevamenti testati, mentre nel
2013 si rilevava la positivita di due allevamenti sui 14 testati
(14.2%) e nel 2014 di tre allevamenti sui 18 testati (16.7%).

Per quanto riguarda Coxiella burnetii, la capra ¢ risultata la specie
con il tasso di positivita piti elevato, con il 42.9% di allevamenti po-
sitivi, mentre nella pecora tale percentuale si ¢ attestata al 14.3%. Da
segnalare come nel primo semestre del 2014 si sia riscontrato sia un
incremento generale degli allevamenti esaminati (63 rispetto ai 40
del 2012 e ai 58 nel 2013), sia un aumento della percentuale di alle-
vamenti infetti. A fronte di una percentuale di positivita del 10%
circa in entrambe le specie nel biennio 2012-2013, si passava infat-
ti nel 2014 a valori rispettivamente del 60% per gli allevamenti ca-
prini e del 20.9% per gli allevamenti ovini.

Sia per Chlamydophila spp. che per Coxiella burnetii, per quanto ri-
guarda la distribuzione geografica degli allevamenti positivi in base
alla regione o alla provincia di origine, I'analisi dei dati ha risentito
fortemente della variabilita nel numero di campioni pervenuti per
le analisi; non & stato quindi possibile individuare alcun chiaro pat-
tern epidemiologico (dati non mostrati).

Per quanto riguarda Toxoplasma gondii, bisogna sottolineare come
la diagnosi diretta di tale agente sia entrata a far parte delle analisi
effettuate di routine nei vari Laboratori dell'IZSLT solo a partire dal
2013. La pecora ¢ risultata essere 'unica specie significativamente
colpita, con percentuali di positivita del 14% nel 2013 e dell’ 11.9%
nella prima meta del 2014, senza nessuna differenza rilevante per
quanto riguarda la distribuzione geografica per provincia.

Per quanto riguarda I'aborto da Salmonella spp., la pecora ¢ risultata
P'unica specie animale interessata. La sierovariante piti frequentemen-
te riscontrata ¢ stata Salmonella Abortus-ovis (23 isolati su 28 identi-
ficati e tipizzati). Particolarmente interessate sono risultate la provin-
cia di Viterbo, con 18 allevamenti positivi dei 37 esaminati (48.6%) e
la provincia di Roma, con 4 aziende positive su 11 esaminate (36.4%).
1l rilevamento di altre sierovarianti risultava sporadico, con 4 alleva-
menti, tutti ubicati in Toscana, in cui veniva rilevata la presenza di Sal-
monella enterica subsp. diarizonae (I1Ib) ed un singolo allevamento in
provincia di Grosseto in cui veniva riscontata la presenza di Salmonel-
la Veneziana. Per quanto riguarda I'andamento temporale dell’infe-
zione, un picco delle percentuali di positivita veniva registrato nel
2012 con il 29% di aziende positive (9 aziende su 21 esaminate) per
poi attestarsi intorno al 20% negli anni successivi, nonostante un nu-
mero superiore di campioni pervenuti ed esaminati.

Casi di coinfezioni da due agenti eziologici sono stati rilevati prin-
cipalmente nella pecora (6 casi) ed in due capre. In entrambe le spe-
cie, invece, non € mai stata rilevata la presenza di piti di due agenti
infettivi contemporaneamente nello stesso animale/allevamento. In
tabella 2 sono riportati nel dettaglio gli agenti implicati in episodi
di coinfezione in funzione della specie, dell’anno e della provincia
di origine.

Tabella 2 - Agenti implicati in episodi di coinfezione in funzione della specie, dell’anno e della provincia di origine.

Anno Agenti patogeni Specie Provincia
2012 Chlamydophila+Coxiella Pecora GR
2013 Toxoplasma gondii+Salmonella enterica subsp. diarizonae Pecora Fl
2013 Chlamydophila+Salmonella enterica subsp. diarizonae Pecora PT
2013 Coxiella+Salmonella abortus ovis Pecora VT
2013 Coxiella+Toxoplasma gondii Pecora RM
2014 Chlamydophila+Coxiella Capra FR
2014 Coxiella+Toxoplasma gondii Pecora GR
2014 Coxiella+Toxoplasma gondii Capra RM
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CONSIDERAZIONI- Dall’analisi dei risultati di laboratorio relati-
vi agli allevamenti testati, che purtroppo rappresentano solo una
piccola frazione del totale degli allevamenti presenti nel Lazio e nel-
la Toscana, si evince che gli agenti maggiormente implicati nei casi
di aborto infettivo sono Chlamydophila abortus e Salmonella Abor-
tus-ovis nella pecora e Coxiella burnetii e Chlamydophila abortus
nella capra. Per quanto riguarda la chlamydiosi, negli allevamenti
ovini ’andamento dell’infezione sembra essere stabile nel tempo,
mentre nella capra ’evoluzione in termini di aumento di positivita
necessita di essere ulteriormente monitorata.

Nei casi di aborto salmonellare, come prevedibile, Salmonella Abor-
tus-ovis, sierovariante strettamente ospite-associata, ¢ stata la pit
frequentemente riscontrata. Tale agente, nonostante una sostanzia-
le diminuzione in termini di allevamenti positivi dal 2012 ad oggi,
rimane ancora un problema di una certa importanza, in particola-
re nella provincia di Viterbo. Per quanto riguarda Salmonella ente-
rica subsp. diarizonae, sarebbero invece necessari ulteriori ap-
profondimenti per meglio comprenderne 'epidemiologia e la rile-
vanza come agente patogeno negli allevamenti ovini italiani. E in-
fatti possibile che I'impatto di questa sottospecie, agente eziologico
della winter disentery e causa di aborto e natimortalita nella pecora
(Alvseike e Skjerve, 2002), sia sottostimato in Italia, anche in consi-
derazione delle caratteristiche fenotipiche di crescita che presenta
nelle condizioni colturari impiegate routinariamente. Del tutto oc-
casionale sembra invece essere il riscontro di Salmonella Veneziana
in un unico feto ovino.

Per quanto riguarda gli agenti parassitari, nelle nostre Regioni I'in-
fezione da Toxoplasma gondii sembra rappresentare un problema di
una certa rilevanza solo nella pecora, con percentuali di positivita
costanti (10-15%) negli anni considerati, mentre nell’ultimo trien-
nio la presenza di Neospora caninum non ¢ mai stata accertata nei
piccoli ruminanti, a differenza degli anni precedenti in cui erano
stati registrati casi sporadici. Come gia ampiamente riportato in let-
teratura (Mearns, 2007), 'aborto da Listeria spp., sia Listeria mo-
nocytogenes che Listeria ivanovii, si & manifestato tipicamente in for-
ma sporadica, andamento prevedibile specialmente nelle comuni
condizioni di allevamento (prevalentemente allevamento da latte o
a carattere estensivo) delle nostre Regioni.

Per quanto riguarda Coxiella burnetii, ¢ difficile valutare quanto il
considerevole aumento di positivita riscontrato nel 2014 sia dovuto
ad aumento dei campioni pervenuti/testati, oppure sia conseguen-
te ad un reale aumento dell’ incidenza. Di sicuro il riscontro di tali
positivita desta preoccupazione, sia per i risvolti zoonosici dell’infe-
zione, sia per la difficolta di gestione dei focolai in termini di con-
trollo e di management aziendale.

Nella nostra realta zootecnica, il rilevamento simultaneo in caso di
aborto di pit agenti infettivi nello stesso allevamento/animale & ri-
sultato un evento minoritario, nella maggior parte dei casi verifica-
tosi nella pecora e che ha spesso visto Coxiella burnetii tra gli agen-
ti implicati (Tab. 2). Il basso tasso di coinfezioni rilevato, potrebbe
essere indice del fatto che una larga parte degli allevamenti esami-
nati, forse piu attenti alle problematiche aziendali di tipo infettivo
rispetto a quelli mai testati, adottano pratiche di igiene e biosicu-
rezza quantomeno basilari ed un corretto management. Va inoltre
sottolineato che, nonostante Brucella spp. non sia mai stata rilevata
nel periodo oggetto di studio, I'attenzione nei confronti di questo
agente zoonosico di grande rilevanza per la Sanita Pubblica deve es-
sere sempre mantenuta alta, cosi come vanno sempre tenuti in con-
siderazione patogeni emergenti, quali ad esempio il virus di Sch-
mallemberg, soprattutto nei periodi a rischio.

Infine, nonostante negli anni sia stato fatto uno sforzo per migliora-
re costantemente gli strumenti diagnostici, in taluni casi (circa il 40%
degli allevamenti esaminati) non ¢ stato possibile arrivare ad una dia-
gnosi eziologica ed i motivi possono essere stati molteplici; in primis
non bisogna mai escludere la possibilita di aborti di tipo non infetti-
vo, in secondo luogo bisogna sempre considerare come fattore deter-
minante per una buona sensibilita diagnostica il corretto campiona-
mento. E infatti fondamentale che i campioni pervenuti in laborato-

rio siano idonei, sia in termini qualitativi (matrici idonee, correttez-
za del prelievo da effettuare nella maniera piu sterile possibile, cor-
rettezza nella conservazione e nel conferimento del campione), sia
quantitativi (sarebbe preferibile il conferimento di campioni da piu
animali, rappresentativi della condizione morbosa osservata). In que-
sto senso, al fine di ottimizzare lefficienza diagnostica, sarebbe sem-
pre utile perseguire un miglioramento dell'informazione e della co-
municazione relativa all’offerta analitica che i vari laboratori degli
Istituti Zooprofilattici Sperimentali (IIZZSS) propongono. Sarebbe
fondamentale inoltre una costante sensibilizzazione degli allevatori e
dei veterinari operanti sul territorio riguardo la necessita di comuni-
care sempre gli episodi di aborto ai Servizi Veterinari competenti e di
conferire campioni idonei ed in numero rappresentativo agli IIZZSS
territoriali. In tal senso, 'analisi dei dati per quanto riguarda gli alle-
vamenti positivi ad uno o pill agenti abortigeni in funzione della di-
stribuzione geografica, risente fortemente della forte variabilita nel
numero di campioni pervenuti per le analisi. Nonostante I'importan-
za di riuscire a definire la reale incidenza dei vari agenti sul territorio,
la sorveglianza passiva come strumento epidemiologico risente quin-
di ancora troppo della sensibilita individuale e di iniziative sostan-
zialmente non coordinate. I motivi di questa insufficiente sensibilita
del sistema di sorveglianza ha molteplici cause, non ultima la scarsa
attitudine degli allevatori e dei veterinari aziendali a conferire agli
[I1ZZSS campioni “sensibili’, quali feti e campioni biologici prelevati
in seguito ad aborti, forse anche perché potrebbero generare esiti di
laboratorio da segnalarsi alle Autorita Veterinarie competenti. Man-
cano inoltre indagini epidemiologiche di una certa sistematicita in
grado di fornire dati rappresentativi dell’intera popolazione.

In definitiva la Sanita Animale e la Sanita Pubblica Veterinaria han-
no oggettive difficolta ad acquisire le informazioni epidemiologiche
(non-laboratory based surveillance) in maniera integrata e di conse-
guenza sono in grado di avere una stima soltanto approssimativa
della reale prevalenza/incidenza dell’evento “aborto”, basandosi spesso
soltanto sulle informazioni derivanti dalla diagnostica di laboratorio
di una piccola frazione di “casi” esaminati.

A questo punto ci si chiede: se conferisse campioni una parte pit
rappresentativa degli allevatori ovi-caprini, la frequenza e la distri-
buzione degli agenti abortigeni riscontrati sarebbe simile? Oppure:
quanto finora osservato ¢ dovuto ad una “distorsione” campionaria
(sampling bias), per il fatto che per ora conferisce campioni da
aborti soltanto una frazione “elitaria” di allevatori, pilt consapevole
e pill attenta alla prevenzione?

1 Bacterial and parasitic causes of abortion and stillbirth
in sheep and goats in Latium and Tuscany, Italy

Key words: sheep and goats, infectious abortion, surveillance,
Italy.
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INTRODUZIONE - I PCB diossina-simili (dI-PCB) sono un gruppo
di 12 policlorobifenili, aventi caratteristiche chimico-fisiche e tossico-
logiche simili a quelle delle diossine. Sono diffusi in maniera ubiquita-
ria nell’ambiente e sono classificati come Contaminanti Organici Per-
sistenti (POPs). Lesposizione umana a questi contaminanti & motivo di
preoccupazione a causa dei loro effetti negativi sulla salute, come in-
terferenze sulla funzione tiroidea, sul sistema riproduttivo, sul sistema
immunitario ed effetti teratogeni e cancerogeni. Queste sostanze, una
volta rilasciate nell’atmosfera, si legano al particolato, vengono tra-
sportate dal vento e si depositano nel suolo e sulla vegetazione per de-
posizione secca ed umida. Come riportato nel documento “parere
scientifico sui rischi per la salute pubblica connessi alla presenza di te-
nori elevati di diossine e PCB diossina-simili nel fegato di ovini e cer-
vidi” redatto dal gruppo di esperti scientifici del’EFSA sui contami-
nanti nella catena alimentare, il suolo e i sedimenti sono un serbatoio
naturale di diossine e PCB. Il pascolare rappresenta un fattore prima-
rio di esposizione per gli ovini. Durante il pascolo gli animali possono
ingerire particelle di suolo presenti sui vegetali, oppure in modo diret-
to dall’erba del pascolo vicina alla superficie del suolo. Le quantita di
suolo ingerito ¢ molto variabile poiché dipende notevolmente dalla
stagione; ¢ stata riportata un’assunzione media nell’ordine dell’8% del-
la quantita di sostanza secca ingerita. I dI-PCB sono rapidamente as-
sorbiti dal tratto gastroenterico ed essendo lipofili si accumulano nel
fegato e nel tessuto adiposo degli animali e vengono secreti nel latte du-
rante la lattazione. Considerando che il sistema di allevamento degli
ovini ¢ permanentemente all’aperto, si & pensato che il latte ovino po-
tesse essere una matrice ideale per monitorare la presenza di PCB nel-
Pambiente, fornendo informazioni sull’esposizione attraverso un me-
todo di raccolta non invasivo. Per verificare questa ipotesi, i dati sulla
contaminazione del suolo della regione Campania con dl-PCB e quel-
li sulla concentrazione di questi contaminanti nel latte di ovini allevati
in Campania, sono stati georeferenziati ed inseriti in un Sistema Infor-
mativo Geografico (Geographical Information System, GIS).

MATERIALI E METODI - Tutti i dati sperimentali sono stati forniti
dall'Istituto Zooprofilattico del Mezzogiorno, dal’ORSA Campania e
dalla Regione Campania e derivano dal piano di monitoraggio Euro-
peo 2008-2009, dal Piano Nazionale Residui (PNR) e dal Piano Regio-
nale di Sorveglianza per le diossine nella Regione Campania. Prima di
iniziare ad elaborare i dati sperimentali, & stato effettuato un controllo
della qualita degli stessi per identificare eventuali valori anomali (ou-
tliers) che avrebbero potuto influenzare le successive interpolazioni.
Per questo scopo sono stati utilizzati diversi strumenti, come ad esem-
pio istogrammi (Fig. 1) e grafici box-plot (Fig. 2). Si & proceduto alla
creazione di una mappa continua della distribuzione dei dI-PCB nel
terreno a partire dai dati del 2008. Per stimare i valori nei punti non
campionati, sono state applicate due delle tecniche di interpolazione
pill usate: Inverse Distance Weighting e Kriging. I risultati prodotti dal-
le due metodiche sono stati confrontati mediante cross-validation
(Tab. 1). La tabella riporta, per il metodo di Kriging, i risultati relativi
agli 11 semivariogrammi utilizzati (sferico, circolare, gaussiano, ecc).
Tra i due metodi di interpolazione utilizzati, il Kriging ha prodotto sti-
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Figura 1 - |dentificazione degli outliers tra i valori di dI-PCB nel
terreno utilizzando un istogramma.
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Figura 2 - Identificazione dell’outlier globale utilizzando un grafi-
co box-plot.

me pilt accurate, in quanto caratterizzate da un minor RMSE (Root
Mean Square Error). I migliori risultati per la contaminazione del suo-
lo con dI-PCB sono stati ottenuti utilizzando il Kriging Ordinario con
un semivariogramma circolare, effettuando un detrend dei dati prima
dell'interpolazione. Non essendo stata evidenziata alcuna differenza si-
gnificativa tra i semivariogrammi sperimentali per le diverse direzioni
testate (isotropia), ¢ stato utilizzato un semivariogramma omnidire-
zionale. La mappa finale (Fig. 3) ha mostrato che le aree a piu alto li-
vello di contaminazione con dl-PCB nel suolo si trovano tra le Provin-
ce di Caserta e di Napoli. Le mappe di inquinamento del suolo sono
state integrate con i dati sulla contaminazione del latte del 2008, per
eseguire un’analisi della regressione tra le due variabili e determinare la
correlazione esistente tra loro. Inoltre, per investigare I'affidabilita del
modello, ¢ stata eseguita una serie di test statistici (t, Koenker, Jarque-
Bera e Global Moran’s Index). Per creare il modello predittivo dell’in-
quinamento del suolo, sono state applicate due diverse tecniche di re-
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Tabella 1 - Confronto tra i differenti parametri e metodi utilizzati
per le interpolazioni.

METODI RMSE
Stable 0.1735

J-Bessel 0.1736

K-Bessel 0.1734

Hole Effect 0.1739

Rational Quadratic 0.1749

Kriging Gaussian 0.1736
Exponential 0.1741

Pentaspherical 0.1734

Tetraspherical 0.1732

Circular 0.1729

Spherical 0.1731

IDW 0.1750

gressione: Ordinary Least Squares (modello globale) e Geographically
Weighted Regression (modello locale). La GWR ha permesso di otte-
nere risultati migliori rispetto all’OLS. Cio & dovuto al fatto che I' OLS
¢ un’analisi non spaziale, pertanto parte dal presupposto implicito che
il rapporto tra la contaminazione del latte e del suolo & costante per tut-
ta l'area di studio, il che ¢ alquanto irrealistico, dato che grandi aree
possono presentare sostanziali variazioni geografiche legate a molti fat-
tori, quali ad esempio le condizioni ambientali. Entrambe le tecniche
hanno comunque dimostrato che la contaminazione del suolo aveva
una positiva e statisticamente significativa influenza sulla contamina-
zione del latte ovino, il che significa che, quando la contaminazione del
suolo aumenta, aumenta anche la contaminazione del latte. Una volta
ottenuto, mediante la GWR, il modello che definisce il rapporto tra
suolo e latte, i dati sulla contaminazione del latte campionato nel 2009
sono stati introdotti nel modello per ottenere i valori di inquinamento
del suolo. I risultati sono stati mappati per ottenere una superficie con-
tinua della contaminazione del latte ovino con dI-PCB (OMS-TEQ
pg/g di grasso) (Fig. 4). Per confrontare i valori stimati, calcolati al pun-
to 4, con quelli osservati, & stata creata una mappa continua della con-
taminazione del suolo nel 2009, utilizzando la stessa procedura utiliz-
zata con i dati del 2008. La mappa continua delle concentrazioni di dl-
PCB nel suolo nel 2009 ha mostrato che I'area piti contaminata era la
Provincia di Napoli (Fig. 5). La validazione delle stime ¢ stata eseguita
semplicemente calcolando le differenze aritmetiche tra i valori osserva-
ti e quelli stimati. La differenza & stata espressa come percentuale. Ler-
rore medio delle stime & risultato essere del 22,9%.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Considerando I’alto grado di
correlazione evidenziato dalla GWR tra la contaminazione del suo-
lo con dI-PCB e la concentrazione degli stessi nel latte ovino ed il
basso valore dell’errore medio, si puo affermare che il latte di peco-
ra puo essere considerato un buon bioindicatore dell'inquinamen-
to ambientale con dI-PCB.

1 Sheep as bioindicator of environmental contamination
by dioxins and polychlorinated biphenyls
Key words: dioxins, sheep, Geographical Information System GIS,

bioindicator.
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Parole chiave: sostenibilita, accesso, sicurezza alimentare.

Le tematiche di sostenibilita ambientale richiedono che la valutazio-
ne e gestione del rischio sanitario legato alla salute, benessere degli
animali e alla sicurezza dei loro prodotti sia condotta in modo inte-
grato e interdisciplinare. In campo di prevenzione primaria, 'ap-
proccio di Valutazione di Impatto Sanitario fornisce lo schema logi-
co da seguire, al fine di orientare le attivita di valutazione e gestione
dei rischi: Tendenza > Pressione > Stato > Impatto > Risposta (Fig.
1). La tendenza ad orientare le produzioni zootecniche in modo so-
stenibile, attraverso la promozione delle family farms, di allevamen-
ti biologici, di catene corte di distribuzione, e/o I'utilizzo di materie
prime/seconde provenienti da cicli di produzione non-food, i cam-
biamenti climatici, la competizione nell’utilizzo di risorse naturali
per la produzione di energia, stanno esercitando delle pressioni sul
modo di produrre 'alimento. richiedono un adattamento alle stra-
tegie di prevenzione e di controllo, che passano attraverso una qua-
lifica dei mezzi di produzione naturali/ambientali. I sistemi di eti-
chettatura “ambientale” e la percezione di qualita da parte del con-
sumatore/acquirente (prodotto, biologico, equo solidale, a km 0, ac-
quisto ai farms market, applicazione del green public procurement
nelle forniture delle mense scolastiche) sono chiari segni di tale ten-
denza. In campo ambientale, gli standard di qualita in genere si rife-
riscono all’esposizione diretta dell'uomo ai contaminanti presenti
nell’aria, nel suolo, nell’acqua. Non sempre I'esposizione indiretta a
contaminanti tossici e persistenti attraverso 'alimento di origine
animale, quale risultato della qualita del pascolo, dell’acqua di abbe-
verata, delle deposizioni sul foraggio, ¢ adeguatamente codificata. In
tale contesto, nell’ambito del progetto di Ricerca Corrente Ministe-

ro della Salute ENVIFOOD 2009, si stanno correlando i parametri
tipicamente ambientali della qualita dell’aria, dell’acqua e dei suoli
con l'esposizione a contaminanti tossico-persistenti (POPs) negli
animali da reddito allevati in modo prevalentemente estensivo
(greggi al pascolo, volatili allevati a terra), e la conseguente caratte-
rizzazione del rischio di assunzione alimentare dei POPs in gruppi
di persone che consumano prevalentemente derrate di origine ani-
male prodotte in loco. In tale senso, la conoscenza dei dati ambien-
tali pud orientare il sistema verso I'adozione di pratiche di igiene
zootecnica in grado di mitigare esposizione, e quindi di conciliare
tra di loro la sicurezza e 'accesso alla risorsa alimentare.

1 Environmental quality standard to guarantee the food
safety and the food security

Key words: sustainability, food security, food safety.
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Figura 1 - Esemplificazione di uno schema di Valutazione di Impatto Sanitario applicato alla produzione di alimento di origine animale in un
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INTRODUZIONE - Nel territorio regionale pugliese, numerosi im-
pianti industriali emettono in atmosfera grandi quantitativi di so-
stanze nocive. Il polo siderurgico di Taranto (ILVA Spa) contribui-
sce in maniera significativa alle emissioni nazionali di diossine, fu-
rani, e policlorobifenili: emette il 90% della diossina industriale ita-
liana stimata e inventariata prodotta in Italia e il 6,9% di quella eu-
ropea [Esposito et al., 2012, 2014].

In particolare, 'impianto di agglomerazione del minerale di ferro
risulta essere la fonte prevalente di emissioni convogliate di diossi-
ne per gli impianti siderurgici a ciclo integrale, sia in termini di
concentrazioni misurate nei fumi e sia in termini di flusso di mas-
sa annuale [Lahl, 1993; Aries et al., 2006].

Nel mese di Marzo 2008 il Dipartimento di Prevenzione della ASL
Ta/1 e questa Agenzia disposero le analisi di n. 3 campioni di latte
ovi-caprino prelevati presso Aziende Agricole nei comuni di Mon-
teiasi (TA), Montemesola (TA), e Taranto. Il campione provenien-
te dall’Azienda Fornaro in Taranto risultd eccedente i tenori mas-
simi di PCDD/F e PCB diossina-simili (PCB-dl) stabiliti dal Re-
golamento CE 1881/2006. Nei giorni immediatamente successivi
furono analizzati ulteriori campioni di latte ovi-caprino ed un
campione di formaggio ovi-caprino prelevati nelle immediate vi-
cinanze dell’Area Industriale di Taranto e furono ripetute le ana-
lisi precedenti affidandole al Laboratorio Nazionale di Riferimen-
to per le diossine dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale di Te-
ramo. Per due campioni di latte ed un campione di formaggio fu-
rono confermate concentrazioni eccedenti i tenori massimi in vi-
gore [Diletti et al., 2007].

Alla luce di questi primi risultati & stato sviluppato un Piano
Straordinario di Monitoraggio per le aziende agricole e le aree adi-
bite a pascolo in agro della Provincia di Taranto con il coordina-
mento dell’Assessorato Regionale alle Politiche per la Salute cui
partecipano ARPA PUGLIA, ASL TA Dipartimento di Prevenzione,
con il supporto dell'Istituto Zooprofilattico di Abruzzo e Molise
(Laboratorio Nazionale di Riferimento per le diossine negli ali-
menti) [Esposito et al., 2010].

11 Piano ha previsto 'analisi di campioni di alimenti (latte, prodot-
ti caseari, uova, tessuti animali), mangimi e foraggi, suolo, acque
sotterranee, e deposizioni atmosferiche.

Le modalita di immissione di PCDD/F e DL-PCB nell’ambiente so-
no molteplici, ma possono essere ridotte ad alcune vie principali,
che si affiancano a quelle pitt ovvie come lo sversamento diretto. Le
deposizioni atmosferiche secche ed umide rappresentano uno dei
principali meccanismi di contaminazione della catena alimentare (e
quindi dell’'uomo) sia attraverso 'ingestione diretta di polveri de-
positate e sia attraverso la contaminazione delle produzioni ali-
mentari (zootecniche o ittiche). Stime attendibili dimostrano che
pitt del 90% dell’esposizione umana alle diossine e ai PCB diossina-
simili deriva dagli alimenti; circa il 90% dell’assunzione per via ali-
mentare ¢ riconducibile ai prodotti di origine animale. Il materiale
particellare sedimentabile ¢ in grado di trasferire il suo carico di mi-
croinquinanti alla vegetazione, ai corpi idrici ed ai depositi idrici

superficiali, agli edifici e a qualsiasi tipo di superficie per semplice
deposizione secca, mentre le piogge sono in grado di depositare an-
che le particelle altrimenti sospese ed in parte gli inquinanti pre-
senti in fase gassosa. Per questo motivo, il monitoraggio delle depo-
sizioni atmosferiche di microinquinanti organici riveste particolare
importanza nella valutazione dell'impatto sull’ambiente delle emis-
sioni di diossine da parte di fonti fisse (ad. es. emissioni a camino)
e diffuse (ad es. movimentazione e stoccaggio di rifiuti) e sono og-
getto di attenzione da parte delle autorita Europee da molti anni
[Esposito e Scortichini, 2014].

Uno studio completo della massa totale di sostanze inquinanti che
ricadono al suolo tramite deposizioni atmosferiche richiede una co-
pertura temporale almeno annuale. Le deposizioni totali, infatti, so-
no fortemente influenzate dalle condizioni meteo-climatiche e per-
tanto possono subire fluttuazioni stagionali.

Nonostante ’assenza di normative specifiche, esistono valori di
riferimento sviluppati sulla base della valutazione del rischio per
la popolazione esposta o sull’analisi statistica dei valori osserva-
ti. In Germania ¢ in uso una linea guida che indica un valore
massimo tollerabile per la deposizione atmosferica pari a 4 pg
WHO-TEQ/m? die (somma PCDD/F + DL-PCB) specifica per i
siti di pascolo.

In Francia ¢ attiva dal 2006 una estesa rete di monitoraggio delle
deposizioni atmosferiche che ha permesso di raccogliere un nu-
mero relativamente elevato di campioni (>1000) nell’ambito del-
la sorveglianza degli impianti di incenerimento di rifiuti.
L'analisi statistica di questi dati ha portato le Autorita francesi al-
la definizione di una “soglia di fondo” pari a 5 pg WHO-TEQ/m?
die ed una “soglia critica” pari a 16 pg WHO-TEQ/m? die. Recen-
temente, le Autorita belghe hanno avanzato una proposta alla
Commissione Europea per 'adozione di livelli tollerabili di depo-
sizioni totali di PCDD/F e DL-PCB pari a 8,2 pgWHO-TE/m? die
su base annua. Una possibilita di integrazione fra i vari approcci
adottati pud essere definita tramite uno studio di modelli “a cate-
na”: un modello atmosferico per il calcolo delle deposizioni sec-
che e umide, un modello per il calcolo delle concentrazioni nel
suolo e sulla vegetazione, ed infine un modello che descriva il tra-
sferimento degli inquinanti a latte e carne negli animali al pasco-
lo (cow model).

MATERIALI E METODI - Campionamento: I campioni mensili di
deposizione atmosferica sono stati prelevati secondo metodo ISTI-
SAN 06/38 e UNI EN 15980:2011 utilizzando campionatori Depo-
bulk in vetro Pyrex (Labservice Analytica, Anzola Emilia BO), per
una durata di circa 30 giorni/campione.

Analisi: Lestrazione delle aliquote solide ¢ stata effettuata tramite
tecnica a Fluido Pressurizzato (PLE) secondo metodo EPA 3545a
con strumentazione ASE (Dionex, Sunnyvale CA USA), mentre I'e-
strazione delle aliquote liquide ¢ stata effettuata tramite estrazione
liquido-liquido in imbuto separatore o tramite estrazione su fase
solida (SPE). Per la purificazione degli estratti ¢ stata impiegata una
apparecchiatura PowerPrep (Fluid Management System, Waltham,
Massachusetts). Le determinazioni analitiche tramite spettrometria
di massa e diluizione-isotopica sono state eseguite secondo metodo
EPA 1613 per PCDD/F, metodo EPA 1668 per PCB e 15549 per IPA



44 “L’ambiente che non c’é”.

Quale zootecnia nei siti industriali e nei vari SIN del nostro Paese?

su strumentazione DFS High Resolution GC/MS (Thermo Fisher,
Bremen, Germany). Le PCDD/Fs sono state separate tramite gas-
cromatografia su colonna capillare DB-5 MS (60 m x 0.25 mm, 0.25
um, J&W Scientific, California) e quantificate tramite spettrometria
di massa ad alta risoluzione (HRMS), ad una risoluzione di 10000 e
ionizzazione elettronica (EI) a 45 eV in modalita SIM. IPA e PCBs
sono stati separati tramite GC su una colonna capillare DB-5 MS
(30 m x 0.25 mm, 0.25 pm, J&W Scientific, California) e quantifi-
cate tramite HRMS, nelle stesse condizioni operative delle PCDD/FE.
I valori di Tossicita Equivalente sono stati calcolati usando i NATO
Toxic Equivalency Factors (I-TEFs) espressi come limite inferiore
(lower-bound), e World Health Organization Toxic Equivalency
Factors (WHO-TEFs 1998).

RISULTATI E DISCUSSIONE - A partire dal mese di Maggio
2008 sono installati in agro di Taranto n. 4 deposimetri del tipo
adatto al campionamento dei microinquinanti organici. La localiz-
zazione dei siti di campionamento risponde all’esigenza di monito-
rare le ricadute di microinquinanti organici sulle aziende agricole
sottoposte a vincolo sanitario da parte della ASL TA e 'impatto del-
le emissioni industriali sul centro abitato a ridosso della zona indu-
striale (Quartiere Tamburi).

E stato predisposto anche il sito di fondo urbano in territorio di
Talsano. In questo contesto il termine “sito di fondo” non ¢ da in-
tendersi come sito esente da contaminazione, quanto piuttosto nel
senso specificato dal D.Lgs. 152/07 all’All III e cio¢ “Stazioni di mi-
surazione di fondo: stazioni ubicate in posizione tale che il livello di
inquinamento non ¢ influenzato prevalentemente da emissioni da
specifiche fonti (industrie, traffico, riscaldamento residenziale, ecc.)
ma dal contributo integrato di tutte le fonti poste sopravento alla
stazione rispetto alle direzioni predominanti dei venti nel sito.” Il si-
to “Quartiere Borgo” & di pill recente installazione (dicembre 2008)
e rappresenta un sito urbano esente da traffico (per la notevole al-
titudine cui & collocato il deposimetro rispetto al piano stradale, cir-
ca 50 metri). La localizzazione delle stazioni di campionamento &
presentata in Figura 1.

Lentita delle deposizioni di PCDD/F e PCB diossina-simili misura-
te per le postazioni prossime ad aree su cui insistono aziende agri-
cole/zootecniche appare compatibile con le concentrazioni di dios-
sine riscontrate in campioni di terreno, acqua e latte/carni in ani-
mali da allevamento. Sono risultate particolarmente elevate le de-
posizioni misurate per la stazione di campionamento “Quartiere
Tamburi” e “Masseria del Carmine”, entrambe eccedenti le soglie
tollerabili proposte in sede CE [Desmet et al. 2008, LAI, 2004] pari
ad 8,2 pgTE/mq die e 4 pgTE/mq die per la somma di PCDD/F e
PCB diossina simili. Invece, i flussi di deposizione di PCDD/F pres-
so le postazioni “Fondo urbano” e “Quartiere Borgo” risultano rela-
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Figura 1 - Localizzazione delle stazioni di campionamento delle
deposizioni atmosferiche totali.

Tabella 1 - Risultati (medie annuali) per campioni di deposizione
atmosferica totale.

Anno Mas;. Tamburi Palazzo del ~Masseria ~ Scuola  Talsano

Carmine Governo  Quaranta  Deledda  (fondo)

y pg TE/mq die (media annuale somma PCDD/F + dIPCB)

2008 13,92 24,09 7,17 6,89
2009 8,61 15,68 6,99 6,5
2010 9,1 13,33 3,7 6,98
2011 8,25 20,24 6,59 5,69
2012 8,32 10,31

tivamente pii1 basse, sebbene si collochino a ridosso delle soglie tol-
lerabili.

Le medie annuali di deposizioni atmosferiche di PCDD/F + PCB
diossina-simili registrate per le postazioni Tamburi e Masseria del
Carmine sono significativamente eccedenti le soglie tollerabili di
8,2 e 4 pg WHO-TE/mq die (Fig. 2).

La Tabella 1 riassume i dati raccolti nel corso del Piano Straordina-
rio di Monitoraggio.

CONCLUSIONI - Nel luglio 2008 I’Arpa Puglia ha posto con for-
za, sulla base delle numerose evidenze sperimentali, la necessita di
definire i limiti alle emissioni degli impianti industriali dell’area e
in particolare di quelli contenenti sostanze cancerogene e bioaccu-
mulabili e la necessita di portare le emissioni di diossine nei fumi
dell'impianto di agglomerazione dello Stabilimento ILVA Spa ai li-
velli pitt bassi ottenibili riportati in letteratura (0,4 ng I-TEQ/mc).
Dalle rilevazioni condotte nell’anno 2008 ¢ infatti emerso che I'Tlva,
pur nelle soglie consentite dalla legislazione nazionale, emetteva
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Figura 2 - Andamento temporale (campioni mensili) delle deposi-
zioni atmosferiche totali per le stazioni “Tamburi” e Masseria del
Carmine”.
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quantita rilevanti di diossina che potevano essere drasticamente ri-
dotte con 'adozione di tecnologie innovative. I risultati dei prelievi
di emissioni in atmosfera per la ricerca di diossina avevano infatti
mostrato valori fino a 8.3 ng I-TE/mc, poi scesi recentemente anche
al di sotto di 0,1 ng I-TE/mc.

Scaturisce quindi la necessita di sviluppare un modello integrato di
sorveglianza nel settore ambientale e sanitario, che poggi sulla di-
sponibilita di dati analitici affidabili, e disponibili in tempi rapidi,
adeguati alle necessita del decisore.

Occorre produrre i dati analitici necessari alla valutazione della cor-
relazione tra esposizioni ambientali attraverso tutte le matrici e gli
effetti sulla salute umana, e potenziare le attivita di controllo degli
Enti coinvolti (ARPA, ASL, I1ZS). Questi diversi Enti hanno condivi-
so in passato, in alcuni casi con discreto successo, alcune esperienze
nella gestione di emergenze, relativamente al proprio settore di
competenza.

In conclusione, occorre affrontare il problema in maniera specifica
se si intende proteggere efficacemente la salute umana. Per ridurre
il pericolo di contaminazione nell’'uomo & importante diminuire i
livelli di queste sostanze nella catena alimentare e, il metodo pi ef-
ficace, ¢ diminuire la contaminazione ambientale. Per i motivi so-
pra esposti & auspicabile una sempre piu stretta collaborazione tra
gli Enti coinvolti per colmare le lacune ancora esistenti che riguar-
dano, in particolare, le conoscenze e la legislazione.

I Impact of Persistent Organic Pollutants (POPs)
bulk atmospheric depositions in areas with high
industrial density

Key words: dioxin, PCB, atmospheric deposition, food-chain.
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Livelli di contaminazione da diossine,

policlorobifenili e metalli pesanti del latte ovino
proveniente dal SIN di Porto Torres

G. CHESSA

Istituto Zooprofilattico della Sardegna, S.C. Igiene degli Allevamenti e delle Produzioni Zootecniche,

Laboratorio di Chimica Ambientale e Tossicologia, Sassari

Parole chiave: sicurezza alimentare, sin, diossine, pcbs, metalli
pesanti, Porto Torres, latte ovino.

Le caratteristiche ambientali delle zone di produzione agro-zootec-
niche e gli indici di qualita, che ne definiscono I'impatto, condizio-
nano fortemente la qualita e la sicurezza degli alimenti prodotti.
Studi oramai consolidati mostrano infatti come esistano evidenti e
misurabili interazioni tra alimento, territorio e salute. Nell’ottica di
monitorare la sicurezza degli alimenti prodotti in tutto il territorio
nazionale, il Ministero della Salute Direzione Generale per I'igiene,
la sicurezza degli alimenti e la nutrizione, Ufficio III, ha richiesto
gia da diversi anni un’attivita di controllo delle produzioni zootec-
niche prodotte nei Siti di Interesse Nazionale (SIN). I SIN sono aree
critiche per le quali ¢ ufficialmente riconosciuto lo status di area
contaminata ad elevato impatto ambientale. In tali aree sono per-
messe attivita agro-zootecniche e a tutt’oggi non risultano, se non
per zone estremamente limitate, criteri di interdizione all’utilizzo
agricolo. Le attivita di monitoraggio sono state sviluppate attraver-
so l'attuazione di piani, la cui predisposizione e realizzazione ¢ sta-
ta demandata alle singole regioni. Gli obiettivi principali erano
quelli di realizzare il controllo degli alimenti prodotti nei SIN, su
tutto il territorio nazionale e acquisire i dati necessari per una cor-
retta definizione dei livelli di rischio per i principali contaminanti.
Per fornire un’informazione diretta sul livello di contaminazione
ambientale di specifiche sostanze trasferibili nella catena alimenta-
re (metalli, POPs) sono stati individuati, quale indicatore d’elezio-
ne, 'allevamento ovi-caprino ed il latte prodotto quale alimento da
controllare. Le specie animali da pascolo, quali gli ovini e i caprini,
risultano particolarmente sensibili alla presenza di inquinanti am-
bientali. Il consumo di pascolo e 'ingestione di suolo (che potreb-
be risultare contaminato da deposizioni aeree) si riflette infatti sul-
la qualita e sui livelli di contaminazione del latte prodotto. Un ap-

profondimento analitico sulla migrazione delle sostanze inquinan-
ti nella catena alimentare, oltre a fornire uno strumento per la va-
lutazione del rischio sanitario e di garanzia per la protezione della
salute, potrebbe fornire elementi di conoscenza utili anche alle au-
torita competenti in materia ambientale. I risultati dei controlli po-
trebbero infatti determinare la richiesta di interventi urgenti, di
messa in sicurezza dei territori, dettati da un reale rischio per la sa-
lute pubblica. Infine, va sottolineato che il dato sanitario, derivante
nel suo complesso anche da parametri di sicurezza alimentare, rap-
presenta elemento decisivo per 'attuazione o meno degli inter-
venti di bonifica dei siti contaminati.
In Sardegna, con l'articolo 14 della legge 31 luglio 2002 n. 179, &
stato istituito il sito di interesse nazionale “Aree industriali di
Porto Torres” comune situato nella zona N-O dell’isola. In esso
sono presenti uno stabilimento petrolchimico, attivita industriali
di supporto al petrolchimico, centrali elettriche e numerose aree
di discarica. Il sito ¢ stato ampliato nel 2005, con 'inserimento nel
programma di bonifica nazionale, di una discarica localizzata nel-
I’area di Calancoi, situata a Sud-Est del comune di Sassari, e che
dista circa 23 km dal perimetro del SIN iniziale. In totale il sito ha
un’estensione di circa 4500 ettari, di cui 1800 ettari di aree a terra
e circa 2700 ettari di aree marine interdette. La caratterizzazione
ambientale mostra contaminazione da idrocarburi sia leggeri che
pesanti e da metalli.
Il piano per il controllo degli alimenti ha avuto inizio nel luglio
2013, con i prelievi provenienti da aziende localizzate nell’area in-
dustriale nei comuni di Porto Torres, Stintino e Sassari. Nel totale
sono stati prelevati 60 campioni di latte ovi-caprino, 30 nel sito di
Porto Torres e 30 nel sito di Calancoi. Le analisi per la determina-
zione dei metalli, PCDD/F e PCBs sono state effettuate presso il la-
boratorio accreditato dell'IZS della Sardegna. Le procedure analiti-
che adottate sono in accordo con i regolamenti di QA/QC previsti
dalla legislazione EU in ma-

teria di controllo degli ali-
menti. Il lavoro illustra i ri-
sultati dei livelli di conta-
minazione ottenuti e forni-
sce un raffronto con quelli
osservati su campioni di
latte provenienti da tutto il
territorio regionale.

A Centroide SIN
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[ Avea di Monitoraggio SIN 1 Dioxins, Polychlorina-

ted Biphenyls and
Heavy Metals Levels
an Sheep Milk from
Contaminated Sites
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pcbs, heavy metals, Porto
Torres, ovine milk.

: Key words: food safety,




Monitoraggio delle produzioni zootecniche

in Campania: dai SIN alla Terra dei Fuochi

M. ESPOSITO

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del Mezzogiorno, Portici (Napoli)

In tema di contaminazione ambientale e possibili effetti sulla sicu-
rezza degli alimenti, il monitoraggio delle produzioni zootecniche
in regione Campania pud rappresentare per certi versi un sistema
pilota su cui costruire ulteriori progetti di controllo delle filiere pro-
duttive.

Difatti 'esperienza “emergenza diossina” vissuta nel 2008 e risol-
ta nel giro di poche settimane costituisce un modello applicabile a
situazioni analoghe ma soprattutto nella prevenzione. La collabo-
razione tra diversi enti, la cooperazione di vari laboratori analiti-
ci e P'uso dei sistemi di georeferenziazione hanno consentito di
identificare in una vasta area di attivitd zootecniche quelle che
erano contaminate e bloccarne le produzioni fino al recupero di
situazioni di conformita.

Lobiettivo del piano & stato quello analizzare le materie prime in
modo da individuare le partite eventualmente contaminate anco-
ra prima che queste fossero lavorate e trasformate in prodotto fi-
nito. In tal modo si & cercato di evitare che materie prime conta-
minate potessero finire nel circuito produttivo, al fine di preserva-
re in primo luogo la sicurezza alimentare dei cittadini, nonché I’e-
conomia locale.

In queste aree contaminate a distribuzione puntiforme, in assenza
di fonti riconosciute di inquinamento (fabbriche, aree industriali,
ecc.) e grazie allo studio dei profili dei congeneri di PCDD/F e PBB
diossina simili, & stato possibile individuare come sorgente, i roghi
di rifiuti contenenti materiali che nella combustione incompleta
possono sprigionare diossine.

Da quella esperienza in poi, si sono succeduti numerosi piani di
campionamento, sia nazionali che regionali, per la ricerca di
contaminanti ambientali. (diossine, PCB, IPA e metalli pesanti)
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Figura 1 - Distribuzione esiti controlli piano UE.

attraverso i quali sono stati effettuati pitt di 2000 campionamenti
(Fig. 1).

Il primo piano regionale successivo all’emergenza UE ¢ stato defi-
nito “Piano regionale di Sorveglianza” e ha interessato, come matri-
ci, il foraggio e il latte di varie specie, in funzione delle realta pro-
duttive regionali. I risultati di questo piano hanno permesso da un
lato di concludere che la provincia di Salerno non avendo mai pre-
sentato non conformita per diossine e PCB, pud considerarsi sicu-
ra dal punto di vista della contaminazione ambientale, dall’altro di
identificare una ristretta area situata tra le province di Napoli e di
Caserta sovrapponibile come rischio di inquinamento a quella gia
segnalata in precedenza.

Un ulteriore piano della durata di tre anni ¢ il Piano Regionale di
Monitoraggio della Contaminazione da Diossine e PCB (Fig. 2),
sviluppato tra il 2011 e il primo semestre 2014, dopo aver indivi-
duato cinquanta aziende situate nella zona a rischio che sono state
monitorate ogni sei mesi, attraverso il prelievo di latte e alimento
per animali, per verificare i livelli di PCDD/F e PCB e il loro anda-
mento nel tempo.

Partendo, da un campionamento allargato che ha interessato
tutto il territorio regionale, si ¢ giunti ad una progressiva foca-
lizzazione dei controlli sulle aree a “maggior rischio” ambienta-
le. In questo percorso si sono inseriti i Piani SIN (Siti di Interes-
se Nazionale) su quelle zone nelle quali, in seguito ad attivita
umane svolte o in corso, ¢ stata accertata un’alterazione delle ca-
ratteristiche qualitative dei terreni, delle acque superficiali e sot-
terranee.

Per la Campania, i siti indagati sono stati dapprima il bacino del
Fiume Sarno, poi il Litorale Domitio e Agro Aversano e, nel 2013,
i restanti SIN (Pianura, Bagnoli, Napoli Orientale e Litorale Vesu-
viano).

b

Figura 2 - Allevamenti piano di monitoraggio regionale 2011-
2014.
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Sempre nell’ottica di assicurare il monitoraggio del territorio attra-
verso il controllo delle produzioni alimentari di origine animale o
destinate agli animali, il piano ha esteso i controlli anche su aree
non strettamente localizzate all'interno dei SIN. Ne & un esempio il
Piano sulla Molluschicoltura e sul Pescato che ha stabilito la ricerca
di contaminanti nei mitili prodotti in Campania e nei pesci prele-
vati in corrispondenza dei principali porti commerciali della regio-
ne. Un ulteriore piano ha preso origine inoltre dal protocollo di ge-
stione dei grandi roghi incontrollati di rifiuti. Questo piano
prevede un monitoraggio da effettuare nelle aree dove si sono
sviluppati degli incendi e dove quindi & stata identificata una fonte
di inquinamento certa: esso ¢ teso ad evidenziare particolari situa-
zioni di rischio cui sono state esposte le matrici alimentari vegetali,
gli alimenti per animali e le produzioni zootecniche a causa dei fe-
nomeni di combustione.

Gli esiti analitici di tutti i controlli effettuati a tutt’oggi non hanno
tuttavia restituito uno scenario preoccupante. Le percentuali di po-
sitivita dei campioni sono prossime allo zero e laddove siano
state individuate situazioni critiche (superamento dei livelli di
azione) sono state immediatamente poste in essere misure preven-
tive rigorosissime.

Sebbene fino ad oggi siano state messe in campo tutte le misure ne-
cessarie a prevenire effetti nocivi sulla salute umana, numerosi so-
no i fattori che influenzano la percezione del rischio da parte del-
l'opinione pubblica, che non sempre viene orientata correttamente
alla comprensione dei veri pericoli e dei rischi ad essi associati. La
proposizione del tema della salute pubblica da parte dei media ¢ si-
curamente uno degli elementi pitt importanti ma questa non sem-
pre avviene nel modo migliore generando confusione e timori nei
consumatori.

Lespressione “Terra dei fuochi” citata per la prima volta nel 2003
nel Rapporto Ecomafie curato da Legambiente ha finito per identi-
ficare una vasta area situata tra le province di Napoli e Caserta, ca-
ratterizzata dallo sversamento illegale da parte di organizzazioni
criminali, nelle campagne o ai margini delle strade, di rifiuti anche
tossici che poi sono dati alle fiamme. Negli ultimi mesi I'interesse

Piano Terra dei Fuochi
Distribuzione comuni Zona A e Zona B
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Figura 3 - Distribuzione Comuni Piano Terra dei Fuochi 2014.

mediatico sulla Terra dei Fuochi & cresciuto in maniera esponenzia-
le, cosi come la preoccupazione che la diffusione degli inquinanti
possa interessare non solo 'aria ma anche gli alimenti, siano essi di
origine vegetale o animale.

Infatti, differentemente da quanto avviene per gli alimenti di origi-
ne animale, in cui I'inquinamento deriva o dall’assunzione da par-
te dell’animale di alimenti contaminati, quali ad esempio il forag-
gio, o da ragioni etologiche come il leccamento delle staccionate o
I'ingerimento accidentale di terreno durante il pasto, i vegetali pos-
sono essere contaminati durante la coltivazione o attraverso 'uso di
acque irrigue contaminate o per ricaduta di particolato originatosi
durante i roghi tossici.

La pressione mediatica oltre alle richieste dell’opinione pubblica ha
portato alla emanazione di un decreto ministeriale da cui & scaturi-
to un piano di monitoraggio su varie matrici ambientali e alimen-
tari, in particolare i vegetali, per la ricerca di contaminanti sia i nor-
mati che i non normati, per i quali & opportuno conoscere i tenori
di fondo e confrontarli con valori di riferimento per stabilire il gra-
do di rischio per la salute dell’'uomo e dell’ambiente. Parallelamen-
te, la Regione Campania ha emesso un ulteriore Piano di Monito-
raggio su matrici alimentari di origine animale e vegetale da effet-
tuarsi nell’area identificata come Terra dei Fuochi.

Larea da indagare ai fini di questo Piano & rappresentata dal
quadrilatero compreso tra il Litorale Domitio-Flegreo, ’Agro Aver-
sano-Atellano, I’Agro Acerrano-Nolano e Vesuviano e la citta di
Napoli, zona nota come “Terra dei Fuochi” (Fig. 3). Nella suddetta
area sono stati compresi i 57 Comuni individuati dalla direttiva in-
terministeriale prevista dal Decreto Legge 10 dicembre 2013 n.136
“Disposizioni urgenti dirette a fronteggiare emergenze ambientali e
industriali ed a favorire lo sviluppo delle aree interessate”, converti-
to con Legge n. 6 del 6 febbraio 2014, quindi i Comuni appartenen-
ti all’ex-SIN Agro Aversano e Litorale Domitio Flegreo (in cui rica-
dono anche quei comuni selezionati per il loro precedente coinvol-
gimento nell’emergenza “diossine”), i Comuni appartenenti all’ex-
SIN Litorale Vesuviano e infine, i Comuni integrati nell’elenco per
continuita territoriale.

Larea descritta ¢ stata suddivisa con il metodo della griglia a maglie
quadrate di 5x5 km, ottenendo 127 celle all'interno delle quali sa-
ranno effettuati i campionamenti delle matrici alimentari previsti
dal piano.

Lidentificazione delle aziende agricole da sottoporre a campiona-
mento é stata effettuata esclusivamente in quei comuni in cui il rap-
porto tra Superficie Agraria Utilizzata (SAU) e Superficie Agraria
Totale (SAT) ¢ maggiore del 10%.

In merito ai criteri per 'identificazione dei fondi agricoli da campio-
nare, si ¢ tenuto conto delle indicazioni derivanti dai documenti pro-
dotti ai sensi della Direttiva Ministeriale del 28 febbraio 2014, nonché
di quanto emerso nel corso della progettualita ECOREMED, condot-
ta da UNINA, ARPAC e Regione Campania, in particolare per i cam-
pi in cui il campionamento di suolo ha evidenziato non conformita
per alcuni contaminanti (As, Pb, Cd, PCDD/F), e concedendo prio-
ritd temporale ai terreni agricoli produttivi ricadenti nei siti classifi-
cati con livelli di rischio elevato.

A livello locale, le aziende agricole sono identificate dal personale
ASL in relazione alle banche dati esistenti o in base alla conoscen-
za diretta del territorio. Il campionamento riguarda tutte le coltu-
re destinate all’uso alimentare umano presenti nel fondo agricolo
al momento del campionamento, nei fondi localizzati quanto pit
vicino possibile ai punti sopra citati. Per quanto riguarda le azien-
de zootecniche ad orientamento produttivo da latte, i campiona-
menti sono effettuati nelle celle dove & risultato presente almeno
un allevamento e sempre a partire dalla maggior vicinanza ai pun-
ti di cui sopra.

In definitiva, la regione Campania pur non avendo sul suo territo-
rio degli insediamenti industriali che abbiano compromesso in ma-
niera massiva 'ambiente, si trova investita da una problematica di
contaminazione ambientale puntiforme, che richiede un monito-
raggio pili attento e soprattutto molto pitt diffuso allo scopo di ve-
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rificare in primo luogo la sicurezza alimentare anche attraverso il
controllo della contaminazione ambientale.

Lutilizzo di alcune specie animali e degli alimenti da essi derivati,
in primo luogo la pecora che per le sue caratteristiche etologiche,
assume un ruolo importante come indicatore dello stato dell’am-
biente, senza trascurare le specie come la bufala che rappresentano
uno dei cardini della zootecnia campana.

1 Monitoring of livestock production in Campania:
from SIN to the “Land of fires”

Key words: diossine, PCB, latte, Campania / Dioxin, PCB, milk,
Campania.
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INTRODUCTION - The Centers for Disease Control in Atlanta,
USA, have classified several zoonotic bacteria as high threat biolog-
ical agents, because they have serious impact on human and animal
health (Rotz et al., 2002). Rapid identification of biological agents is
crucial, because they can cause incapacitating or life threatening
disease and some are intrinsically resistant to many antibiotics. Ma-
trix-assisted laser desorption ionization-time of flight mass spec-
trometry (MALDI-TOF MS) is known to be a rapid, accurate and
inexpensive method for direct identification and differentiation of
microorganisms.

The probably most infamous biological agent is Bacillus anthracis,
which causes anthrax in ruminants and humans. The bacterium
forms robust spores that persist for decades in the environment
(e.g. soil). When these spores are aerosolized, they can cause pul-
monary anthrax that is very often fatal.

Burkholderia pseudomallei and Burkholderia mallei are genetically
closely related species. B. pseudomallei causes melioidosis in hu-
mans and animals in endemic areas such as Southeast Asia and
northern Australia, whereas Burkholderia mallei is the causative
agent of glanders in equines and rarely also in humans. These bac-
teria are intrinsically resistant to many antibiotics. Brucella species
have a large impact on animal health, reproduction and milk pro-
duction in many animals. The disease is re-emerging in southern
Europe and highly prevalent in other countries around the
Mediterranean Sea. The disease is transmitted to humans especial-
ly by consumption of raw milk products or meat. Infected humans
have to be treated over many weeks to months with a combination
of antibiotics. Yersinia pestis causes plague, which is still endemic in
Asia, the Americas, and Africa. Epidemics of plague in the past
killed millions of people and changed the course of history in many
regions of Europe, Africa and Asia. The disease can be transmitted
from animal reservoirs to humans by fleas, but especially pneu-
monic plague can also be spread from human to human. Francisel-
la tularensis causes a plague-like disease and is endemic in many re-
gions of the northern hemisphere. Human infections are usually
caused by direct contact with infected hares or their carcasses, or
stings of infected mosquitos (especially in Scandinavia).

Here, we provide results obtained using MALDI-TOF MS for the
identification of biological agents based on our own previous stud-
ies, routine work, and from a ring trial. We discuss practical aspects
and limitations of the method.

MATERIALS AND METHODS - A prospectively collected, con-
secutive series of Brucella spp. (n=67), Francisella spp. (n=78),
Burkholderia mallei | Burkholderia pseudomallei complex (n=17), as
well as Yersinia pestis and Bacillus anthracis strains was tested in this
study from January 2013 until May 2014. These isolates were used
to evaluate our own collections of main spectra that were described
previously [Karger et al., 2012, Karger et al., 2013, Miiller et al.,
2013. We applied these procedures in the routine work of OIE and
National Reference Laboratories for the respective pathogens. Addi-
tionally, we validated our MALDI-TOF MS in a ring trial organized
by the Robert Koch Institute (European Commission Joint Action

QUANDHIP -EQAE 2013, Contract number: 2010 21 02, Berlin,
Germany).

Proteins were extracted using the ethanol/formic acid preparation
procedure [Sauer et al. 2008]. Briefly, for each strain bacterial
colonies were suspended in 300 pl of HPLC grade water. A total of
900 ul of HPLC grade ethanol (Roth, Karlsruhe, Germany) was
added. This mixture was incubated for 90 min to inactivate the bac-
teria and the rest of the preparation procedure was carried out un-
der BSL 2 conditions. The samples were centrifuged twice at 13,000
rpm for 2 min and in each case the supernatant was removed. The
pellet was resuspended in 50 pl of 70% formic acid (Sigma, Ger-
many) and subsequently mixed with the same volume of pure ace-
tonitrile (Merck, Darmstadt, Germany). After centrifugation
(13,000 rpm; 2 min), the supernatant was spotted (1 pl per spot)
onto polished steel MALDI target plates. The air-dried protein ex-
tracts were overlaid with 1 pl of matrix solution (10 mg/ml o-
cyano-4-hydroxy-cinnamic acid in 50% acetonitrile/2.5% trifluo-
roacetic acid), and finally dried again at ambient temperature.
Spectra were acquired with an Ultraflex I instrument in the linear
positive mode in the mass range of 2,000 to 20,000 Da. The instru-
ment was calibrated in the mass range between 3,637.8 and
16,952.3 Da using the Bacterial Test Standard (BTS) calibrant for in
vitro diagnostic use (Bruker Daltonik, Bremen, Germany).

To generate the reference spectra (main spectra projections, MSP)
required for the database, each sample was spotted onto six target
spots of a polished steel MALDI target plate. MSP were generated
using the MALDI Biotyper software version 2.0 (Bruker Daltonik,
Bremen, Germany) following the guidelines of the manufacturer.
Four single mass spectra with 500 shots each were acquired from
each spot and a MSP spectrum was calculated from the 24 single
spectra. The number of peaks was limited to 100 per reference spec-
trum and all peaks of a reference spectrum were normalized to the
most intense peak with an intensity of 1.0. The minimum frequen-
cy of occurrence within the 24 single spectra was set to 50% for
every mass. Hence, a list of the most significant and reproducible
peaks typically found in the analyzed spectra of a specific bacterial
strain was created. At least 20 out of the 24 spectra generated were
selected to calculate a reference spectrum. The reference spectra
contain averaged masses, averaged intensities, and relative abun-
dances for the characteristic peaks. The peak threshold was set to a
minimum of 1% of the most intense peak. The final output of an
identification by the MALDI Biotyper is a score value between 0 (no
similarity of probe and reference) and 3 (identity between reference
and probe). According to the suggestions of the manufacturer,
scores > 2 indicate species identification, score values > 1.7 and < 2
indicate genus identification, and scores < 1.7 indicate no reliable
identification. Top hits in the ranking of possible identifications
based on this score were regarded as valid diagnosis, unless visual
inspection of the spectra suggested a different species.

RESULTS AND CONCLUSION - In a ring trial, identification of
biological agents was reliable for Bacillus anthracis, Brucella spp.,
Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Francisella spp. and
Yersinia pestis in our laboratory. However, in our previous studies,
misidentifications occurred between B. abortus and B. melitensis, B.
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ceti was taken for B. pinnipedialis, and in another one for B. suis. B.
ovis was misidentified as B. canis. B. suis was misidentified as B. ca-
nis, B. abortus, and B. melitensis. On the other hand, some biovars
of B. suis (bv 1 and bv 2) could be reliably identified. Nevertheless,
for routine purposes, we used MALDI-TOF MS only to confirm
Brucella spp. on the genus level. Discrimination between B. mallei
and B. pseudomallei required careful selection of appropriate refer-
ence spectra and is frequently difficult when applied in routine di-
agnostics for the OIE and National Reference Laboratory for Glan-
ders. MALDI-TOF analysis was useful to rapidly identify Francisel-
la to the subspecies level.

In the last decade, MALDI-TOF MS has emerged as a powerful tool
for bacterial identification, because it is a rapid, precise, and cost-ef-
fective method when compared with conventional phenotyping
techniques. MALDI-TOF MS identifies microorganisms from
colonies grown on solid media within a few hours including sample
preparation. The standard sample preparation protocol includes an
inactivation step, which minimizes handling of the living organisms
and thus reduces the risk of laboratory infections. Biological agents
are relatively rare zoonotic pathogens in Europe, but intentional re-
lease could have a major impact on human and animal health. In
this study, we summarize previous work and provide data on the
experience we have made applying MALDI-TOF MS in routine
work and a ring trial.

In our laboratory, Francisella tularensis subsp. holarctica, which is the
only subspecies prevalent in central Europe, was reliably identified
and results for other subspecies were correct in a ring trial. This is in
line with previous studies [Miiller et al., 2013, Seibold et al., 2007].
Brucella spp. can be challenging for MALDI-TOF MS and we prefer
to confirm only the genus level. Burkholderia mallei and Burkholde-
ria pseudomallei are very closely related and it is safe to identify them
as Burkholderia mallei/ Burkholderia pseudomallei complex.

Yersinia pestis can be misidentified as Yersinia pseudotuberculosis,
because only a single, but prominent mass peak at 3065 Da is char-
acteristic for Yersinia pestis [Lasch et al., 2010]. Therefore, visual in-
spection of the spectra is crucial, when there is a clinical suspicion
of plague.

Bacillus anthracis was tested only in a ring trial, because real-time
PCR assays can be performed even under BSL-3 conditions and are
a rapid alternative to the more tedious protocols for the preparation
of spore forming bacteria required for MALDI-TOF MS analysis

[Lasch et al., 2008]. It was possible to diagnose all the above-men-
tioned bacterial biological agents to a level that allows making a de-
cision on therapeutic measures.

However, cultivation time and conditions need to be controlled to
achieve correct assignments and visual inspection of spectra can be
useful. Sample preparation and handling can have a relevant influ-
ence on the quality of spectra, therefore continuity and good train-
ing of the personnel is essential.

Further differentiation of (sub-)species and biovars has shown to
be feasible in some cases but generally will require molecularbio-
logical tools such as real-time PCR assays, multi-locus sequence
typing, or whole genome sequencing.
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INTRODUZIONE - La brucellosi fu descritta per la prima nel 1884
nell’isola di Malta come I’agente eziologico della “febbre di Malta”
(Nicoletti, 1980). Sebbene la malattia sia stata eradicata in molti
paesi occidentali, la brucellosi € ancora endemica nel bacino del
Mediterraneo ed in altre aree del mondo (Pappas et al., 2006) rap-
presentando una costante minaccia di reintroduzione anche in re-
gioni riconosciute ufficialmente indenni da brucellosi, con il rischio
di causare notevoli perdite economiche a causa di aborto e inferti-
lita del bestiame. La brucellosi ¢ una malattia negletta e oggi puo es-
sere considerata tale anche in Europa per le fasce di poverta (Hotez
etal., 2011) determinate dal nuovo contesto socio economico. Que-
ste aree potrebbero vedere una recrudescenza della malattia tale da
far riconoscere la stessa come problema ri-emergente.

La malattia pud essere trasmessa all’'uomo per contatto diretto con
animali infetti o indirettamente mediante il consumo di prodotti
lattiero-caseari contaminati. L'agente eziologico della brucellosi &
un batterio intracellulare Gram negativo, immobile, aerobio ed
asporigeno appartenente al genere Brucella nel quale sono attual-
mente incluse dieci specie. La maggior parte di queste, predilige un
ospite animale serbatoio indispensabile per la sua sopravvivenza in
natura. La brucellosi bovina ¢ in genere causata da Brucella abortus,
mentre la brucellosi ovicaprina & causata da Brucella melitensis.
Queste due specie sono altamente contagiose per gli esseri umani
rendendosi responsabili della zoonosi pitr diffusa nel mondo (Pap-
pas, 2010). Il controllo della brucellosi umana ¢ subordinato al con-
trollo della malattia negli animali e avere la possibilita di una cor-
retta caratterizzazione di un ceppo isolato in un’area geografica
rappresenta un importante strumento epidemiologico.

La caratterizzazione fenotipica degli isolati & scarsamente risolutiva
per tali scopi e nel contempo la scarsa variabilita genetica (similitu-
dine DNA > 90%) ¢ stata a lungo un problema nello sviluppo di
strumenti molecolari.

Negli ultimi anni il metodo di analisi Multi locus variable number
tandem repeat (VNTR) analysis di 16 loci (MLVA-16) (Le Fleche et
al., 2006) si & imposto come utile strumento di discriminazione di
ceppi Brucella grazie all’utilizzo di marcatori capaci di individuare
mutazioni presenti nell’intero genoma e in grado di fornire infor-
mazioni utili ad approcci epidemiologici locali.

Lo sviluppo di un sistema di analisi MLVA-16 ad alta processivita
affiancato con un’analisi Multi Locus Sequence Typing (MLST)
permette di avere dati qualitativamente superiori. Queste informa-
zioni permettono di seguire 'andamento della malattia sul territo-
rio e di valutarne I’origine dei singoli focolai, come anche le vie ed
i tempi d’introduzione di ceppi esotici.

MATERIALI E METODI - Lo schema MLVA-16 ¢ stato rimodula-
to per permettere la corsa dei frammenti con elettroforesi capillare
a fluorescenza aumentandone notevolmente la processivita di ana-
lisi (Garofolo et al., 2013). La progettazione di PCR multiplex ha re-
so necessario ridisegnare i primers per i markers bruce04, brucel6,
bruce2l e bruce06 al fine di evitare qualsiasi sovrapposizione di
frammenti VNTR amplificati. I nuovi frammenti tandem repeat
(TR) sono stati controllati mediante il programma online Tandem
Repeat Finder 4,04 (http://tandem.bu.edu/trf/trf.submit.options.
Primers html) per valutare la congruenza con i vecchi frammenti

TR di genoma di Brucella melitensis 16M. I primers sono stati dise-
gnati nelle nuove flanking regions di DNA satellite mediante il
software Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/ pri-
mer3plus/primer3plus.cgi/primer3manager.cgi).

Tutti i primers del pannello dei marcatori a 16 loci per la PCR-ML-
VA sono stati utilizzati in quattro reazioni PCR multiplex in un vo-
lume finale di 10 1. Per ridurre gli artefatti, sono state eseguite due
multiplex con lo stesso profilo termico per 24 cicli di amplificazio-
ne. I prodotti amplificati sono analizzati con il marker LIZ 1200 su
3 corse in elettroforesi capillare mediante Abi Prism 3500 Genetic
Analyzerand POP-7 (Applied Biosystems Inc.). Le dimensioni dei
frammenti VNTR sono state calcolate mediante GeneMapper 4.1
(Applied Biosystems Inc.). I profili allelici sono stati confermati
mediante sequenza diretta di ogni allele.

Lo schema MLST ¢ stato rimodulato modificando lo schema origi-
nario proposto da Whatmore et al. (Whatmore et al., 2007) L'asse-
gnazione allelica & avvenuta in accordo con il database proposto tra-
mite ricerca dell'identita nucleotidica tramite I'algoritmo Blast su
GeneBank.

RISULTATI - Canalisi MLST ha permesso di individuare 8 sequen-
ce type (St) rappresentativi di 8 diversi genotipi e tra questi, il Stl e
St2 per Brucella abortus e il St11 per Brucella melitensis sono ricon-
ducibili a cloni dominanti (Fig. 1).

Lesame MLVA-16 loci integrano i dati ottenuti dall’amplificazione
del DNA minisatellite (ripetizione di unita da 12bp a 134bp) e DNA
microsatellite dotati di un maggiore potere discriminante (< 8 bp).

B. abortus

St1

St 11

B. melitensis

Figura 1 - Cladogramma MLVA16 per B. abortus e B. melitensis.
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Lanalisi ¢ stata condotta con il metodo statistico NJ (Neighbor Joi-
ning) con bootstrap (n° repliche 1000) consentendo di raggruppa-
re i ceppi in piu di 100 differenti genotipi.

DISCUSSIONE - Negli ultimi anni sono stati pubblicati diversi la-
vori inerenti la caratterizzazione molecolare di Brucella mediante
MLVA-16 loci e MLST. Le analisi dei profili di banda possono esse-
re risolti con tre metodi comunemente utilizzati per il dimensiona-
mento dei prodotti amplificati VNTR: elettroforesi su gel di agaro-
sio, tecnologia microfluidica e il sequenziamento del DNA.

La maggior parte dei protocolli pubblicati utilizza PCR singleplex o
multiplex limitate in quanto le sovrapposizione dei profili di banda
derivanti da loci diversi possono rendere difficile I'interpretazione
dei risultati.

Nel presente studio & stato utilizzato un nuovo protocollo che pre-
vede 'amplificazione dell’intero pannello MLVA-16 in quattro mul-
tiplex affiancato, per 'analisi dei risultati, da un affidabile sistema
multicolor capillary electrophoresis a tutto vantaggio di un sostan-
ziale aumento della processivita dei campioni.

Llstituto Zooprofilattico Sperimentale “G. Caporale” di Teramo in
quanto centro di referenza nazionale e Laboratorio di riferimento
OIE per le brucellosi deve far fronte, annualmente, a circa 1000 cep-
pi da tipizzare provenienti da tutta Italia. Questo & uno dei motivi
cogenti che spingono a sviluppare nuovi processi di analisi moleco-
lare ad alto rendimento che abbiano nel contempo la capacita di un
elevato potere di risoluzione. Le informazioni derivate si integrano
con le informazioni del vecchio pannello MLVA-16 contribuendo
ad arricchire i dati presenti nel database on-line (http://mlva.u-
psud.fr/brucella/) e promuovendo la condivisione con altri labora-
tori nel mondo.

Lanalisi dei dati derivanti da diversi focolai registrati in Italia me-
diante MLST e MLVA-16 loci ha reso possibile individuare vari ge-
notipi presenti in Italia. E da mettere in evidenza I'individuazione,
per la maggior parte dei genotipi, di un unico complesso clonale
identificato dal St2, in particolare, per Brucella abortus (89%) di-
stribuito sull’intero territorio nazionale. Diversamente i genotipi di
Brucella melitensis hanno evidenziato un maggior rapporto di clu-

ster MLVA16 legati al territorio, in particolare in Sicilia. Queste
informazioni risultano preziose per valutare correlazioni tra ceppi
Brucella isolati in diverse zone e saranno utili per eseguire il trace-
back fino all’origine dell’infezione in corso di focolai.

In conclusione poiché la prevalenza di brucellosi in serbatoi anima-
li & la chiave per il suo controllo negli esseri umani, la conoscenza
dei genotipi Brucella spp. presenti in un territorio, rappresentera un
importante strumento epidemiologico per la formulazione di poli-
tiche e strategie per il controllo della brucellosi nelle popolazioni
animali.

1 MLST and MLVA-16 as molecular epidemiological
tools for brucellosis in Italy

Key words: MLST, MLVA-16, Brucella abortus, Brucella melitensis.
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In the last ten years the advent of next-generation sequencing revo-
lutionized many aspects of biological and medical research. Thanks
to the development of various novel high-throughput sequencing
technologies, starting from 454 pyrosequencing in 2005 (Margulies
et al., 2005), the productivity of DNA sequencing has skyrocketed.
Coupled with an equally important reduction of the sequencing
costs, this has led to the production of huge amounts of novel data,
primarily in the field of human genetics, but quickly followed by
studies focused on other biological systems, from bacteria to ani-
mals. The most widely used next-generation technology at the mo-
ment is represented by the Illumina sequencing by synthesis (Bent-
ley et al., 2008), which currently presents the best combination of
cost, productivity, sequence quality, and versatility in terms of num-
ber of sequencing reads per sample. Other technologies currently
on the market include ABI SOliD (Valouev et al., 2008) and Ion
Torrent (Rothberg et al., 2011), which can both be useful for specif-
ic research needs. Novel, futuristic methods are being developed
constantly, such as Pacific Bio Single-molecule real-time sequenc-
ing, capable of sequencing reads of unprecedented length, up to
30,000 nucleotides (Eid et al., 2009). The impact of such progress
has yet to be fully elucidated, but it can be easily imagined if we
consider that the most recent Illumina machines can only obtain
reads up to 300 nucleotides long. The advances brought by next-
generation sequencing technologies are not confined to the field of
genomics, but they can be used in transcriptomic studies as well, al-
lowing to sequence the entirety of the transcripts from multiple bi-
ological samples, for single or comparative studies. Another exam-
ple of application of the power of next-generation sequencing is
Chromatin Immunoprecipitation Sequencing (ChIP-Seq) that al-
lows to analyze DNA-protein interactions by preceding the se-
quencing by a step of enrichment of DNA sequences bound to spe-
cific proteins (Johnson et al., 2007).

In parallel to the development of genomic technologies, proteomic
methods have been advancing as well. Two-dimensional difference
gel electrophoresis (2D DIGE) for example has allowed to intro-
duce a highly accurate quantitative dimension to the classical two-
dimensional gel electrophoresis studies (Unlii et al., 1997). The
principle at the basis of the 2D DIGE is the labeling of multiple
samples loaded on the same gel with different fluorescent dyes that
can be easily detected and distinguished.

Shotgun proteomics is another set of techniques that is providing
an important advancement to the characterization of proteins. In
this kind of approach, complex protein mixtures are subjected to
proteolysis and then directly subjected to a liquid chromatography
followed by tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis for
peptide sequencing, and thus for protein identification, through
comparison with appropriate data-bases. Finally, immunoproteom-
ic studies focus on detecting proteins with antigenic activity, usual-
ly using an integrated 2D — immunoblot approach, that allows for
the separation of the proteins in a sample, followed by im-
munoblotting to find antigens, and subsequent identification of the
antigenic spots by mass spectrometry.

It is important to note that the technological progress in the fields
of genomics and proteomics can work in synergy to allow the re-
searchers to obtain even more groundbreaking results. Data gener-
ated from next-generation sequencing for example can be used as
novel and more detailed databases for protein identification, allow-
ing better discrimination and recognition of the peptides se-
quenced by mass spectrometry. Proteomic and transcriptomic data
can be analyzed in parallel and compared, to investigate specific bi-
ological systems from various angles.

Among the fields investigated with the most advanced genomic and
proteomic techniques, an important role is played by the study of
disease vectors and of the pathogens they carry. These diseases,
transmitted by a number of different vectors, mostly arthropods,
are in fact an issue of great medical and veterinary importance, as
they cause million of human deaths every year and extremely im-
portant economic losses in animal breeding. The sequencing of the
genomes of the pathogens and of their respective vectors allows to
shed light on the biology of these organisms, possibly identifying
targets for pharmacological and/or integrated control strategy.
Transcriptomic and proteomic studies can detect variations in pro-
tein expression, with potentially great practical implications. An
important example of this field of research is the study of the
sialome (i.e. the set of proteins expressed in the salivary glands) that
can allow to understand specific mechanisms of interactions be-
tween the host, the vector and the pathogen. Immunoproteomics
can be a perfect tool to detect and identify proteins, from the vector
and from the pathogen, that play a role in eliciting the immune re-
sponse in the host (i.e. antigens).

The identification of antigenic proteins can have a number of im-
portant applications, such as the development of serological tools
for the screening of humans and animals potentially exposed to the
vectors, thus markers for the bite of the vector, as well as for the de-
velopment of vaccines.
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INTRODUZIONE - Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
¢ 'agente eziologico della paratubercolosi, una enterite cronica che
colpisce tutti i ruminanti, in particolare bovini e ovicaprini. Il coin-
volgimento di MAP nell’eziopatologia di alcune malattie del’'uomo
¢ stato ipotizzato da molto tempo. La prima patologia umana asso-
ciata a MAP é stata la malattia di Crohn, ma piu recentemente ne &
stato ipotizzato un ruolo nel diabete tipo I, nella sclerosi multipla e
nella tiroidite di Hashimoto (Masala et al. 2014).

In campo zootecnico, numerose indagini su vasta scala condotte in

vari Paesi europei indicano che la Paratubercolosi ¢ oggi diffusa in

tutto il mondo, con dati di prevalenza apparente di allevamenti in-

fetti variabile fra il 7 e il 60% (Nielsen et al. 2009). In Ttalia i dati di

prevalenza apparente di allevamenti bovini infetti variano dal 40 al

60%. Sebbene non ci siano indagini su vasta scala sulla diffusione

della patologia negli ovi-caprini, ¢ presumibile che, analogamente a

quanto segnalato per il resto del territorio europeo dove la preva-

lenza di allevamenti infetti risulta superiore al 20% (Nielsen et al

2009), la diffusione dell’infezione nel nostro paese sia elevata, anche

se spesso sottovalutata, perché difficilmente riconosciuta e diagno-

sticata dagli allevatori e dai veterinari aziendali.

Un particolare motivo di preoccupazione per la filiera lattiero ca-

searia ¢ rappresentato dal fatto che alcuni Paesi terzi (India, Cina,

Russia) richiedono all'Ttalia garanzie sanitarie specifiche nei con-

fronti di questa patologia, relativamente ai prodotti esportati. Tra i

prodotti italiani piu esportati figurano sia prodotti di origine bovi-

na (Grana Padano, Parmigiano Reggiano, gorgonzola, mozzarella)

e/o bufalina, ma anche formaggi a latte ovi-caprino, come il peco-

rino (fonte ISTAT).

Scopo del presente lavoro & fare il punto sulle conoscenze relative al

potenziale ruolo zoonotico di MAP, sui dati relativi alla presenza di

MAP nella catena alimentare e sull’efficacia dei diversi processi tec-

nologici per la sua inattivazione.

MAP E PATOLOGIA NELLUOMO - Paratubercolosi e malat-

tia di Crohn - La malattia di Crohn (CD, Crohn’s Disease) ¢ una

malattia infiammatoria cronica sistemica dell’uomo, caratterizzata
generalmente da lesioni intestinali di tipo granulomatoso; colpisce

'intestino a tratti ben delimitati, soprattutto a livello dell’ileo e del

colon.

I sintomi caratteristici della CD sono malessere generale, dolori ad-

dominali, cronica perdita di peso, diarrea.

Una possibile associazione tra la CD e Paratubercolosi fu per la pri-

ma volta ipotizzata nel 1913. Lipotesi di un coinvolgimento di MAP

riprese poi forza a seguito dell’isolamento di MAP dall’intestino di

malati di CD. Da allora si & molto dibattuto riguardo I'eziologia del-

la CD, per giungere all’ipotesi oggi pill condivisa di una possibile
eziologia multifattoriale, con la compartecipazione dei seguenti fat-

tori come responsabili di flogosi cronica della mucosa (1):

(i)  barriera mucosale alterata, che permette ’assorbimento di
macromolecole di origine batterica, alimentare e altre mole-
cole immunogene;

(ii)  alterazioni della flora microbica intestinale, con squilibrio tra
batteri intestinali “protettivi” e “patogeni” (disbiosi);

(iii) infezione persistente da parte di un agente batterico non anco-
ra identificato (MAP, E.coli, forme L);

(iv) predisposizione genetica. A riguardo, nel 2001, tre gruppi di
ricerca giunsero contemporaneamente alla scoperta che una
mutazione di un gene presente sul cromosoma 16, cono-
sciuto come CARD15, ¢ associata alla CD, ma non alla Coli-
te Ulcerosa (UC), una patologia inclusa nelle Malattie In-
fiammatorie Intestinali (IBD, Inflammatory Bowel Disease)
insieme alla CD, che si differenzia da quest’ultima per I'as-
senza di lesioni granulomatose. Tuttavia, la proporzione di
casi di CD che pud essere spiegata da questa predisposizio-
ne genetica ¢ il 15-30%, numeri che lasciano spazio anche ad
altre teorie ezio-patogenetiche, con I'ipotizzato coinvolgi-
mento di fattori ambientali. In quest’ottica MAP potrebbe
essere il fattore scatenante la patologia in una sottopopola-
zione geneticamente predisposta.

Mentre fino alla fine degli anni ‘90 gli studi pubblicati in cui si di-
mostrava una maggiore presenza di MAP in pazienti affetti da CD
erano circa equivalenti a quelli in cui la relazione non era evidente,
la maggior parte degli studi pubblicati dal 2000 in poi, grazie ad un
sensibile avanzamento delle metodiche diagnostiche utilizzate (col-
tura su terreni liquidi, PCR, ibridazione in situ con sonde), hanno
dimostrato, in generale, una maggior presenza di MAP nei pazienti
affetti da CD rispetto ai controlli. Sottolineiamo come tale associa-
zione non autorizzi a stabilire un nesso di causalita tra MAP e CD;
infatti, dato che MAP & ampiamente diffuso nell’ambiente, 'au-
mento della probabilita di isolamento in pazienti affetti da CD po-
trebbe essere dovuto anche a colonizzazione opportunistica dell’in-
testino dei pazienti.

Paratubercolosi ed altre patologie umane - La teoria che

agenti batterici possano in qualche modo fungere da fattori scate-

nanti lo sviluppo di malattie autoimmuni in soggetti con particola-
ri polimorfismi genetici ¢ stata chiamata in causa per il Diabete
mellito tipo 1, la sclerosi multipla e la tiroidite di Hashimoto (Cos-

su et al. 2014)).

Gli studi in cui sono state proposte queste relazioni patogenetiche

ipotizzano che, attraverso un meccanismo di “mimetismo moleco-

lare” (similitudine tra antigeni di MAP e antigeni dell'uomo), MAP
sia in grado di indurre una risposta auto-immunitaria nei confron-
ti di specifici antigeni.

Gli autori di questi studi hanno formulato la loro ipotesi sulla ba-

se di:

e evidenze epidemiologiche (elevata prevalenza di tali patologie

nella popolazione sarda, fortemente esposta a MAP);

e omologia tra proteine di MAP e antigeni delle cellule beta del

pancreas, delle cellule nervose e della tiroide;

e presenza di specifici polimorfismi genetici particolarmente rap-

presentati nella popolazione sarda.

Tali studi necessitano tuttavia di ulteriori conferme.

MAP COME CONTAMINANTE DELLA CATENA ALIMENTA-

RE - I ruminanti, soprattutto il bovino, ma anche gli ovi-caprini,

rappresentano la causa della contaminazione della catena alimenta-

re, direttamente dei prodotti di origine animale, come latte e carni,
ed indirettamente, tramite la contaminazione fecale delle acque.
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Latte e derivati - La presenza di MAP & stata dimostrata nel latte
sia di animali con infezione subclinica che con malattia clinica-
mente manifesta (Gill et al 2011).

Tale contaminazione pud avere sia origine endogena, attraverso
Pescrezione con il latte di macrofagi infetti di derivazione emati-
ca, che esogena, dovuta a contaminazione fecale durante le fasi di
mungitura.

La contaminazione endogena ¢ conseguente al fatto che la paratu-
bercolosi, in particolare nelle fasi terminali, & una malattia sistemi-
ca, e di conseguenza la probabilita che ’'animale infetto produca lat-
te contaminato € maggiore se animale si trova in fase avanzata di
infezione. Secondo uno studio di Weber et al. (Weber et al 2008), la
contaminazione endogena del latte ¢ generalmente molto limitata
negli animali con infezione subclinica, anche se in fase avanzata
(10%/litro), mentre puo raggiungere livelli piti elevati negli animali
con forma clinica (10%/litro).

La contaminazione esogena avviene con maggiore probabilita se le
condizioni igienico-sanitarie di allevamento e di mungitura sono
scadenti ed, in presenza di una elevata biocontaminazione ambien-
tale, puo essere indipendente dallo stadio di infezione dell’animale.
Lapporto alla contaminazione esogena del latte, sia degli animali
con infezione clinica che con infezione subclinica avanzata (“High
Shedder”), puo essere significativo, dato che le loro feci contengono
elevate quantita di MAP (rispettivamente 10°/g e 107 /g).
Relativamente alla contaminazione del latte alla stalla, una meta-
nalisi della letteratura (Okura H., et al. 2012) riporta percentuali
di campioni di latte di massa positivi variabili da 0% a 71%, in
funzione delle metodiche utilizzate nei vari studi (coltura e PCR,
differenti target PCR: F57 vs. IS900) e delle popolazioni campio-
nate. Il dato medio di prevalenza apparente stimata ¢ 10% (4-
20%, 1C95%).

La quasi totalita degli studi non riporta dati quantitativi di conta-
minazione; solamente tre studi riportano una stima di contamina-
zione del latte di massa, effettuata mediante qPCR, generalmente
inferiore a 100 ufc/ml di latte.

Il risanamento del latte mediante pastorizzazione HTST (72 °C per
15 sec), alla combinazione tempo/temperatura standardizzata per
risanare il latte da M.bovis e Coxiella burnetii, ha dimostrato non es-
sere sempre efficace nei confronti di MAP.

A seguito di cio, sono stati realizzati diversi studi per trovare una
combinazione efficace per la completa inattivazione di MAP, va-
riando sia i tempi che le temperature di pastorizzazione. Da tali stu-
di ¢ emerso che la pastorizzazione HTST ¢ in grado di ridurre la
concentrazione di MAP di 4-7 log,, (Gill et al. 2011).

Le differenze registrate nelle condizioni di inattivazione nei vari
studi potrebbero essere legati a diverse caratteristiche di termoresi-
stenza dei ceppi utilizzati o a differenti condizioni sperimentali.
Una spiegazione della notevole termoresistenza di MAP potrebbe
risiedere nella sua tendenza a formare aggregati (clumps) all’inter-
no della stessa Unita Formante Colonia, rappresentata da un aggre-
gato che raggruppa fino a 10.000 cellule. Una percentuale di esse
potrebbe rimanere vitale dopo il trattamento termico, dando origi-
ne ad una “coda” di cellule apparentemente termoresistenti.

A testimonianza dell'importanza del clumping nella resistenza alla
pastorizzazione (Gill et al. 2011), & stato dimostrato che il tratta-
mento di omogeneizzazione aumenta lefficacia della pastorizza-
zione, purché sia applicato contestualmente ad essa. Gia dopo 5 mi-
nuti dall’omogeneizzazione infatti, gli aggregati di MAP tendono a
riformarsi.

Un’altra ipotesi per giustificare la termoresistenza di MAP ¢ che
quest’ultimo possa subire, a seguito del riscaldamento fino a tem-
perature di 100 °C per 10 minuti, un fenomeno di “termoattivazio-
ne’, in grado di renderlo rilevabile piti precocemente in coltura op-
pure che esso sia in grado di generare forme di resistenza con ca-
ratteristiche simili a quelle delle spore.

Data Defficacia del trattamento di pastorizzazione HTST nel ridur-
re la concentrazione di MAP di 4 - 7 log,, e dati i livelli medi di con-
taminazione del latte di massa, la sopravvivenza di MAP a seguito

della pastorizzazione viene considerata poco probabile. Tuttavia,
non si puo escludere che, in condizioni di elevata contaminazione
iniziale o di trattamenti termici inferiori alle condizioni previste,
questo possa avvenire; la letteratura riporta casi di sopravvivenza di
MAP nel latte pastorizzato del commercio, seppure in percentuali
limitate di campioni (da 1,8% a 2,8%), come riportato da Gill et al.,
2011 (Gill et al. 2011).

E stata testata su MAP l’efficacia di due tecnologie applicate di rou-
tine al latte per ridurre il numero dei clostridi e della carica batteri-
ca: la centrifugazione (bactofugazione) e la microfiltrazione (Gill et
al. 2011).

Centrifugando il latte a 6000g, dopo averlo riscaldato a 60 °C, si ot-
tiene una riduzione media di 3,05-3,56 Log,, ufc MAP (99,82-
99,95%); lo stesso trattamento termico preceduto da declumping
porta una riduzione media di 3,33-3,98 Log,, ufc MAP (99,92-
99,98%). E stato ipotizzato che la maggiore efficacia del trattamen-
to dopo declumping sia legata alla tendenza degli aggregati ad in-
globare aria rispetto alle cellule singole che sedimenterebbero pitt
efficacemente.

Applicando, in condizioni sperimentali, il trattamento della micro-
filtrazione, attraverso filtri con porosita di 1,2 mm, si & ottenuta una
riduzione media pari a 1,3-3,4 Log,, ufc MAP (94,6-99,9%).

Data la sua capacita di sopravvivere alla pastorizzazione, MAP puo
essere rinvenuto in formaggi a base di latte pastorizzato ed, a mag-
gior ragione, nei formaggi a base di latte crudo e termizzato.

Gli studi relativi alla presenza di MAP in formaggio Feta prodotto
con latte ovi-caprino riportano il 50% di positivita in PCR-IS900 ed
il 5% in coltura.

Un’indagine condotta a Cipro ha riscontrato il 25% di positivita in
PCR, su campioni di formaggio a latte misto (bovino, pecora e ca-
pra), ma nessun isolamento. Altre indagini condotte su formaggi a
latte bovino in Repubblica Ceca e in Svizzera riportano percentua-
li di positivita in PCR rispettivamente del 12% e del 4%, in nessun
caso seguiti da isolamento. Nel Regno Unito un’indagine su 28
campioni, comprendenti formaggi prodotti da latte pastorizzato e
da latte crudo, vaccino e/o ovino, ha rilevato una positivita in col-
tura del 25% (Gill et al. 2011).

Da studi effettuati in condizioni sperimentali sui formaggi, il valo-
re di D (tempo di riduzione decimale) & risultato (Gill et al 2011):
e Cheddar: 90-107 giorni;

® Queso fresco: 36.5-59,9 giorni;

o Swiss Tilsiter: 45,5 giorni;

o Swiss Emmentaler: 27,8 giorni.

E importante rilevare che MAP non si moltiplica all’esterno dell’o-
spite per le sue particolari esigenze di crescita, ma declina lenta-
mente nel corso della stagionatura.

Uno studio riporta che, durante la lavorazione del Cheddar Cheese,
MAP si concentra 10 volte nella cagliata e rimane coltivabile per 27
settimane di stagionatura (Gill et al 2011)

Il sale non sembra essere rilevante nel condizionarne la vitalita,
mentre il basso pH contribuisce alla sua inattivazione, in particola-
re nei prodotti caseari a base di latte pastorizzato. I dati presenti in
letteratura suggeriscono che la pastorizzazione, associata a 60 gior-
ni di stagionatura, possano ridurre la concentrazione di MAP a li-
velli trascurabili nei prodotti lattiero-caseari (Gill et al 2011).
Nello yogurt, il valore di pH (4-4,5), generalmente efficace verso i
comuni batteri patogeni alimentari, non ¢ sufficiente ad inattivare
MAP, che rimane vivo e vitale senza calo apprezzabile di concentra-
zione dopo conservazione a 6 °C per 6 settimane. Al contrario, nei
prodotti fermentati (Kefir), Iazione sinergica di valori particolar-
mente bassi di pH (inferiori a 4) e dei prodotti metabolici (acido
lattico, perossido di idrogeno, acido acetico e batteriocine) della mi-
croflora caratteristica induce una riduzione significativa della con-
centrazione di MAP (da 1.2 a 23,8 log,, ufc di MAP) (Van Brandt
etal 2011).

A seguito di tali risultati, altri studi hanno confermato il differente
effetto inibitorio, associato a diversi valori di pH, delle varie coltu-
re probiotiche.
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In una indagine condotta su 51 campioni di latte in polvere per la
prima infanzia appartenenti a 10 differenti marche, provenienti da
7 paesi europei, 25/51 (49%) sono risultati positivi a IS900-PCR.
Gli stessi autori sottolineano come non sia da sottovalutare, oltre al
pericolo per la salute pubblica legato alla contaminazione da MAP
vivo e vitale negli alimenti, anche quello della presenza di proteine
come la HSP65, proteina altamente conservata nei micobatteri, che
hanno tutte le caratteristiche per fungere da fattori scatenanti pato-
logie autoimmuni, in particolare se 'assunzione avviene nella pri-
missima infanzia (Gill et al 2011).
Carni - Le carni, in particolare quelle di animali con forma clinica-
mente manifesta, sono state indicate come potenziale veicolo di in-
fezione. Infatti, nelle forma cliniche, MAP tende a diffondere attra-
verso il ciclo ematico ed i vasi linfatici nei linfonodi, nei muscoli, ed
in altre sedi, quali fegato, milza ed altri organi (Gill et al 2011). E
stato dimostrato che I'isolamento dai muscoli scheletrici e dal dia-
framma di capi con infezione subclinica & possibile, anche se meno
frequente rispetto ai capi con malattia clinicamente manifesta (Gill
et al 2011). Sono stati realizzati diversi studi su carcasse al macello,
volti a determinare la prevalenza d’infezione e di contaminazione
delle carni, sebbene le indagini siano rese difficoltose dalle basse
concentrazioni di MAP, spesso non rilevabili con metodiche micro-
biologiche e molecolari (PCR). In un recente studio del 2011 con-
dotto in Danimarca, su 501 capi testati, solo 20 (4%) hanno mo-
strato una concentrazione di MAP maggiore di 10 ufc per grammo
di carne in PCR, mentre solo da due vacche & stato possibile isolare
il batterio (Okura et al 2011).
Indubbiamente le carni di vacche da latte a fine carriera, che
possono trovarsi, a causa dell’eta avanzata, nello stato tardivo di
infezione, rappresentano la principale fonte di MAP per 'uomo
attraverso le carni; le vacche da carne, che vengono macellate in
eta pill precoce, dimostrano invece livelli di contaminazione in-
feriore (Gill et al 2011). In un’indagine eseguita su tre impianti
di macellazione negli USA, MAP ¢ stato rilevato nell’intestino
(feci e linfonodi ileocecali) del 34% delle vacche da latte a fine
carriera rispetto al 3% di quelle da carne, nel fegato e negli altri
linfonodi dell’11,1% delle vacche da latte rispetto allo 0,7% di
quelle da carne.
La carne macinata, generalmente prodotta da vacche da latte a fi-
ne carriera, rappresenta un potenziale veicolo di infezione; la ma-
cinatura delle carni potrebbe inoltre causare la disseminazione di
MAP, localizzato all’interno dei linfonodi, in tutta la partita di
carne.
Contaminando sperimentalmente la carne con ceppi di MAP di ti-
po C (Cattle=bovino) ed S (Sheep=ovino), a concentrazioni di 10°
ufc/ml, e stato dimostrato che il ceppo S € meno termotollerante ri-
spetto al ceppo C.
Gli stessi autori dimostrano una completa inattivazione alle se-
guenti combinazioni di tempo-temperatura:
- 55°C per almeno 90 minuti per entrambi i ceppi C e S;
- 60°C per almeno 35 minuti per entrambi i ceppi C e S;
- 65°C per 4-5 minuti per il ceppo S e almeno 7 minuti per il cep-
po G;
- 70°C per 10-15 secondi per il ceppo S e 15-20 secondi per il cep-
po G;
- 75°C per 5 secondi per entrambi i ceppi (C e S).
Laccurata cottura delle carni ad almeno 75 °C ¢ in grado di inatti-
vare MAP, anche se presente a concentrazioni elevate, mentre la cot-
tura a 61 °C non si ¢ rivelata completamente efficace; pertanto 'ac-
curata cottura a cuore delle carni ¢ raccomandata.
Acqua - Pacqua rappresenta un possibile ulteriore veicolo di dif-
fusione di MAP e di potenziale contagio per 'uomo, come tale, co-
me costituente di altre bevande, o contaminando la catena alimen-
tare durante la preparazione e la manipolazione dei prodotti ali-
mentari. I ruminanti possono eliminare un numero enorme di mi-
cobatteri con le feci, che possono rimanere nell’ambiente per lun-
ghi periodi di tempo, fino a 55 settimane nelle feci al riparo dalla
luce solare, contaminando le aree circostanti I’allevamento ed i

campi dove vengono sparsi i liquami o pascolano gli animali. 11 di-
lavamento da parte delle piogge delle aree contaminate pud porta-
re ad una contaminazione delle acque superficiali, che in alcuni ca-
si costituiscono una fonte per I'approvvigionamento dell’acqua
potabile.

Studi sul possibile ruolo dell’acqua nella diffusione dell’infezione
dimostrano come MAP, al riparo dalla luce solare diretta, possa so-
pravvivere fino a 48 settimane nella colonna d’acqua, mentre la so-
pravvivenza nel sedimento si prolunga di ulteriori 12-26 settimane
(Gill et al 2011).

Relativamente all’efficacia dei trattamenti di decontaminazione
delle acque nei confronti di MAP, si & osservato che la clorazione &
solo parzialmente efficace su MAP, determinandone una riduzione
della concentrazione nell’ordine di 2 log,, La sopravvivenza di
MAP nelle acque potrebbe essere facilitata dalla sua attitudine a lo-
calizzarsi all’interno dei biofilm che si formano nelle condutture,
nonché della dimostrata persistenza (fino a 4 anni) e moltiplicazio-
ne all’interno di amebe (Acanthameba polyphaga), considerate ubi-
quitarie nelle acque (Gill et al 2011), acquisendo una maggiore re-
sistenza ai trattamenti di clorazione rispetto alle cellule libere. In un
lavoro condotto in Irlanda del Nord sulle acque all’ingresso di nove
impianti di trattamento delle acque, mediante IMS-PCR e coltura,
MAP ¢ stato ritrovato nell’8% dei 192 campioni di acqua testati,
inoltre, in almeno un’occasione nel corso dei 12 mesi di durata del-
lo studio, 8 impianti su 9 sono risultati positivi.

In un recente studio effettuato in Lombardia (Pistone et al 2012) &
stata rilevata la presenza di DNA di MAP, mediante PCR, in 3/90
campioni di acqua potabile di rubinetto in una provincia Lombar-
da. Nonostante I'isolamento di MAP dai campioni positivi non ab-
bia avuto successo, tale dato sottolinea come 'ampia diffusione del
micobatterio nella popolazione zootecnica possa causare una signi-
ficativa contaminazione delle acque provenienti da depositi sotter-
ranei, oltre che delle acque superficiali.

Infine ¢ stato anche ipotizzato che MAP possa venire in contatto
con 'uvomo per inalazione, a seguito della formazione di aerosol
di acque superficiali, secondo il percorso dei venti dominanti (Gill
et al 2011).

CONCLUSIONI - In conclusione, non si pud che auspicare un
rapido chiarimento del ruolo di MAP nell’eziologia delle patologie
dell’uomo in cui & stato chiamato in causa. A tale scopo saranno ne-
cessarie ulteriori ricerche finalizzate ad approfondire le basi geneti-
che della predisposizione dell’'uomo alle patologie sopra citate ed a
definire le eventuali differenze patogenetiche tra i ceppi di origine
umana ed animale, verificando I'eventuale presenza di sottotipi di
MAP e la loro circolazione nelle due popolazioni.

Dai dati disponibili, & evidente che la paratubercolosi & molto dif-
fusa nei bovini e nei piccoli ruminanti e, data la non completa effi-
cacia dei trattamenti tecnologici, I'esposizione della popolazione
umana a MAP attraverso varie fonti alimentari (latte e derivati,
carni e acqua) & provata.

In considerazione anche dell’ipotesi che antigeni di MAP non vita-
le possano rappresentare un rischio per il consumatore, I'unico
punto critico veramente efficace per ridurre la contaminazione del-
la catena alimentare consiste nel ridurre la prevalenza d’infezione
negli allevamenti di animali di specie sensibili.

Le Autorita Sanitarie, si sono infatti, espresse, a titolo precauziona-
le, in favore dell’adozione di opportuni provvedimenti per ridurre
la contaminazione della catena alimentare attraverso una riduzio-
ne della prevalenza d’infezione nel patrimonio zootecnico. Le ri-
chieste da parte di alcuni Paesi terzi (India, Cina, Russia) relativa-
mente a prodotti lattiero caseari esportati, hanno reso ancora piu
urgente ’elaborazione di una proposta operativa d’intervento, per
sensibilizzare gli allevatori all’adozione di misure atte a ridurre la
diffusione della paratubercolosi sul territorio italiano. Queste mo-
tivazioni hanno portato alla pubblicazione in Gazzetta Ufficiale del
19.11.2013 delle “Linee Guida per I'adozione dei piani di controllo e
per Passegnazione della qualifica sanitaria degli allevamenti nei con-
fronti della Paratubercolosi bovina”. Tali misure, attualmente limita-
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te alla specie bovina, saranno estese in futuro anche al settore ovi-
caprino.

Sara inoltre fondamentale approfondire gli studi relativi all’efficacia
dei vari processi di trasformazione nel garantire I'inattivazione di
MAP. Gli studi condotti sinora, rivolti prevalentemente a prodotti
di origine bovina, hanno dimostrato che la probabilita di contami-
nazione del prodotto finito & funzione sia del livello di contamina-
zione iniziale della materia prima che della tecnologia produttiva.
Sara necessario ampliare tali indagini ai prodotti ovi-caprini, data
I'importanza che questi rivestono nel comparto alimentare, sia per
il consumo interno che per 'esportazione.

1 Paratuberculosis: a public health problem?
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INTRODUZIONE - La diarrea degli agnelli e capretti & una pato-
logia complessa, sovente di natura multifattoriale. Interazioni tra
diversi fattori quali la suscettibilita degli animali, lo stato nutrizio-
nale, fattori ambientali, la gestione dell’allevamento e i diversi pato-
geni spesso influenzano in modo sinergico la comparsa e I'evolu-
zione della patologia enterica. Le pitt comuni cause infettive di diar-
rea negli ovi-caprini durante il primo mese di vita sono Escherichia
coli, Cryptosporidium sp., Salmonella sp., Clostridium sp. e rotavirus
di gruppo A. Il ruolo dei virus come enteropatogeni nei piccoli ru-
minanti & poco noto e probabilmente sottostimato. Recenti pro-
gressi diagnostici e studi di metagenomica hanno fornito indizi per
comprendere la diversita del viroma enterico dei piccoli ruminanti.
Sulla base della letteratura esistente, viene riportato un update sui

virus enterici degli ovi-caprini, associati o meno a segni clinici di ti-
po enterico.

ADENOVIRUS - Nei piccoli ruminanti gli adenovirus (AdV) sono
stati associati a sintomi enterici e respiratori di diversa gravita, in un
quadro definito anche come pneumo-enterite (Belak, 1990). Gli
AdV (famiglia Adenoviridae) sono virus privi di envelope con un
capside icosaedrico di 90-100 nm, ed un genoma a DNA bicatena-
rio di 26-45Kbp). Gli AdV sono geneticamente ed antigenicamente
molto eterogenei e sono stati identificati in moltissime specie ani-
mali incluso 'uomo (Harrach et al., 2011). Sono attualmente noti
cinque generi, Mastadenovirus, Aviadenovirus, Atadenovirus, Siade-
novirus e Ichtadenovirus (Harrach et al., 2011).

Sono noti sette distinti sierotipi AdV negli ovini e due negli ovica-
prini, inclusi nel genere Mastadenovirus e Atadenovirus (Tab. 1). 1
diversi tipi AdV differiscono per le loro caratteristiche antigeniche

Tabella 1 - Overview dei virus identificati nel tratto enterico di piccolo ruminanti e riassunto schematico delle loro caratteristiche.

Abbreviazioni: ND, non determinato. 2Non classificati ufficialmente.

- ’ 5 " o e Malattia i
Genoma Famiglia Genere Specie Sintomienterici patogeno sistemica elo ruo_lo
enterico ZooNosico
DNA virus
Ovine adenovirus A Si Si Si No
Ovine adenovirus B Si Si Si No
dsDNA Adenoviridae Mastadenovirus
Ovine adenovirus C? Si Si Si No
Caprine adenovirus A? Si Si Si No
Atadenovirus Ovine adenovirus D Si Si Si No
dsDNA Herpesviridae Simplexvirus Caprine herpesvirus-1 Si No Si No
RNA virus
Mamastrovirus -13 Si ND No ND
ssRNA+ Astroviridae Mamastrovirus
Mamastrovirus® ND ND ND ND
ssRNA+ Caliciviridae Norovirus ND ND ND ND
Enterovirus ND ND ND ND
ssRNA+ Picornaviridae Kobuvirus ND ND ND ND
Hungarovirus? ND ND ND ND
Rotavirus A Si Si No Si
segmenteddsRNA Rotaviridae Rotavirus Rotavirus B Si ND No ND
Rotavirus C ND ND No ND
ssRNA- Coronaviridae Betacoronavirus Betacoronavirus-1 Si ND ND No
Nairovirus Nairobi sheep disease virus Si Si Si Si
segmentedssRNA- Bunyaviridae Phlebovirus Rift Valley fever virus Si Si Si Si
Orthobunyavirus Schmallenberg virus Si No Si ND
SSRNA- Paramyxoviridae Morbillivirus FEAREES RS Si Si Si No

ruminants virus
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e biologiche (emoagglutinazione, coltivazione in vitro, virulenza)
(Belak, 1990). Sebbene gli AdVs siano specie-specifici, virus simili
agli AdV bovinitipo-2 e tipo-7 sono stati segnalati negli agnelli.
Indagini virologiche e sierologiche hanno mostrato che gli AdV so-
no comuni nei piccoli ruminanti (Belak, 1990). La prevalenza di an-
ticorpi per i diversi tipi di AdV degli ovini ¢ alta. Sono descritte in-
fezioni asintomatiche o prolungate dopo la fase acuta. Il virus & eli-
minato con secrezioni nasali, feci e urine.

Gli agnelli con immunita materna bassa o del tutto assente sono pitt
a rischio. La morbilita nell’allevamento ¢ alta mentre la mortalita &
influenzata da eta, tipo e/o ceppo di AdV ed eventuali co-infezioni
con altri patogeni (Belak, 1990).

Linfezione da AdV di solito si osserva in agnelli di 2-12 settimane
di vita. Una settimana dopo l'infezione, la malattia esordisce con
sintomi enterici che persistono per 1 settimana. Sintomi respirato-
ri (starnuti, scolo nasale, congiuntivite, alterata respirazione) com-
paiono 2-3 giorni dopo la comparsa dei sintomi enterici. Si puo
inoltre osservare rialzo febbrile. I sintomi respiratori tendono a per-
sistere, evolvendo verso una forma cronica. A volte si osservano so-
lo sintomi respiratori, mentre in altri casi sono predominanti i sin-
tomi enterici (Belak, 1990). E inoltre descritta mortalita neonatale
da infezioni iper-acute. La patologia osservata nei caprini & simile,
con forme enteriche e respiratorie. In una capra adulta ¢ stata de-
scritta encefalite da AdV (Lehmkuhl ef al., 2001).

La prevenzione si basa sull’adozione di adeguate misure d’igiene e
di un corretta gestione aziendale. Vaccini bivalenti inattivati si sono
dimostrati sicuri ed efficaci (Belak, 1990), sebbene non siano di-
sponibili sul mercato.

ASTROVIRUS - Gli astrovirus (AstV) sono piccolo virus tondi e
nudi con un RNA di 6-7 kb a polarita positiva poli-adenilato all’e-
stremita 3’ (Mendez and Arias, 2007). Gli AstV sono perlopiu asso-
ciati ad infezioni enteriche in diverse specie di mammiferi, incluso
I'uomo, ed in diverse specie aviari, sebbene sia stata descritta una
localizzazione extra-intestinalein alcuni mammiferi e negli uccelli
(Mendez and Arias, 2007) (Blomstrom et al., 2010).

Gli AstV sono stati identificati negli ovini negli anni 70 in Scozia
(Snodgrass and Gray, 1977). Mediante osservazione al microscopio
elettronico, si osservarono dei piccoli virioni tondeggianti con la ti-
pica forma a stella nelle feci di agnelli di 4-6 settimane di eta affetti
da diarrea acuta. Mediante infezione sperimentale fu possibile ri-
produrre la forma enterica in agnelli gnotobioticidi 2-3 giorni di eta
infettati con il filtrato di feci di agnelli infetti naturalmente o speri-
mentalmente (Snodgrass e Gray, 1977). L'infezione di agnelli gno-
tobiotici determina diarrea di moderata entita dopo un periodo di
incubazione di 48 ore. Gli AstV infettano solo cellule epiteliali ma-
ture e macrofagi sub-epiteliali del piccolo intestino, causando atro-
fia parziale dei villi. Gli enterociti infetti sono sostituti con cellule
cuboidali a partire dalle cripte, e le lesioni gradualmente si risolvo-
no dopo 5 giorni dall’'infezione (Snodgrass et al., 1979).

Lanalisi strutturale ed il sequenziamento del genoma del ceppo
prototipo AstV ovino hanno confermato che il virus appartiene al
genere Mamastrovirus, famiglia Astroviridae. Studi successivi han-
no rivelato che il virus & geneticamente poco correlato agli AstV
bovini e che AstV geneticamente diversi possono infettare gli ovini
(Reuter et al., 2012a).

CALICIVIRUS - I calicivirus (famiglia Caliciviridae) sono impor-
tanti patogeni umani ed animali. I calicivirus sono piccoli virus ton-
deggianti privi di envelope di circa 35 nm di diametro, con un RNA
a polarita positivadi 7.4-8.3 kb. I calicivirus sono compresi nei ge-
neri Vesivirus, Lagovirus, Norovirus, Sapovirus, Nebovirus. Calicivi-
rus non classificati sono stati identificati recentemente (Clarke et
al., 2012). Nei bovini sono stati identificati calicivirus appartenenti
a tre diversi generi di calicivirus, Norovirus, Vesiviruse Nebovirus. I
norovirus e nebovirus sono stati associati asegni clinici leggeri o
moderati e 'infezione e la patologia enterica sono state riprodotte
in vitelli gnotobiotici infettati sperimentalmente (Jung et al., 2014).
Inoltre, vitelli gnotobiotici possono essere infettati sperimental-
mente con un ceppo norovirus umano (Souza et al., 2008).

Negli ovini, sono riportati dati sierologici in merito alla presenza
dei vesivirus, sebbene manchino riscontri diretti. All’opposto, I'in-
fezione da norovirus ¢ stata documentata in modo certo in uno stu-
dio in Nuova Zelanda (Wolf et al., 2009). URNA dei norovirus & sta-
to identificato in RT-PCRin 8/33 soggetti (24%) di un allevamento.
Tutti gli animali avevano meno di 2 anni di eta ed erano asintoma-
tici. Al microscopio elettronico si sono osservati virioni di dimen-
sioni ed aspetto tipico dei norovirus. Lanalisi del genoma ha per-
messo di caratterizzare i virus nel genogruppo GIII, assieme ai no-
rovirus dei bovini. Tuttavia, il gene capsidico del virus Norsewood
30/2007/NZL ¢ risultato essere di un genotipo diverso (GIIL3) da
quelli descritti nei virus bovini, GIII.1 e GIII.2.

I norovirus sono la principale causa di gastro-enterite nell’'uomo e
sono trasmessi facilmente in modo diretto e indiretto, mediante
contaminazione di fomiti ed alimenti. Diverse evidenze suggerisco-
no che si sia realizzato in passato il salto di specie con scambio ge-
netico mediante ricombinazione tra virus umani ed animali. Il ri-
schio zoonosico diretto sembra invece ridotto.

PICORNAVIRUS - I picornavirus (PV) (famiglia Picornaviridae)
sono piccoli virus rotondi privi di envelope, con RNA monocatena-
rio a polarita positiva di 7-9 kb, poli-adenilato all’estremita 3’. I PV
infettano 'uomo ed una ampia varieta di specie di mammiferi e uc-
celli. Possono causare patologie respiratorie, cardiache, epatiche,
neurologiche, muco-cutaneee sistemiche di diversa entita. I PV so-
no attualmente classificati in 12 generi (Aphthovirus, Avihepatovi-
rus, Cardiovirus, Enterovirus, Erbovirus, Hepatovirus, Kobuvirus,
Parechovirus, Sapelovirus, Senecavirus, Teschovirus, and Tremovirus)
(Knowles et al., 2012), con diversi nuovi virus non ancora classifi-
cati scoperti negli ultimi anni.

I PV sono stati identificati ripetutamente nei piccoli ruminanti,
sebbene manchi una caratterizzazione precisa a livello genomico
dei virus isolati negli anni 70 e 80. Studi sierologici usando I'ente-
rovirusbovino (BEV) LCR-4 (enterovirus E) (Kunin and Minuse,
1958) hanno rivelato anticorpi specifici nel 32.8% delle pecore e nel
27.6% delle capre (Giir et al., 2008). Inoltre, usando primer specifi-
ci per BEV o analisi metagenomica del viroma enterico, enterovirus
bovino/ovino-simili sono stati identificati nelle feci di ovi-caprini
(Omatsu et al., 2014).

Recenti progressi nella diagnostica e nelle tecnologie di sequenzia-
mento hanno consentito di identificare almeno 3 distinti generi di
PV (Enterovirus, Kobuvirus ed il genere candidato Hungarovirus)
nei piccoli ruminanti. Tuttavia, non & noto se tali virus siano asso-
ciati 0 meno a patologia enterica.

Il virus ovino OEV-1, genere Enterovirus, mostra caratteristiche ge-
netiche intermedie tra BEV (enterovirus E) ed enterovirus suino ti-
po B (enterovirus G) suggerendo una origine ricombinante, con la
porzione 5’ UTR del genoma simile a BEV (Boros et al., 2012). Nel-
lo stesso studio, PV OEV-1-simili sono stati identificati nel 44%
(7/16) delle feci degli agnelli.

Un PV (OHuV-1) appartenente ad un possibile nuovo genere
(Hungarovirus) e specie & stato identificato nelle feci di ovini in Un-
gheria. Il virus OHuV-1 & stato identificato nel 25% (4/16) degli
agnelli asintomatici testati (Reuter et al., 2012b). Negli ovi-caprini
sono stati identificati PV geneticamente correlati ai kobuvirus bo-
vini (Lee et al., 2012), suggerendo la possibile circolazione inter-
specie trai ruminanti. Inoltre, kobuvirus geneticamente non corre-
lati ai kobuvirus dei bovini sono stati identificati nelle capre (Lee et
al., 2012) e negli ovini (Barry et al., 2011). Questo indica che diver-
se specie e tipi di kobuvirus circolano nei piccoli ruminanti.
ROTAVIRUS - I rotaviruses (RV) (famiglia Reoviridae) sono im-
portanti patogeni enterici nell’'uomo e negli animali. Negli animali
di interesse zootecnico i RV sono associati a forme gravi di enteri-
tenei vitelli di pochi giorni di eta, nei suinetti allo svezzamentoo po-
st-svezzamento e nei puledri. Il virione ha diametro di 70-75 nm,
con capside trilaminare a struttura icosaedricae privo di envelope.
Il genoma ¢ costituito di 11 segmenti di RNA a doppia catena, che
codificano per 6 proteine strutturali e 5 0 6 proteine non-struttura-
li (Estes and Kapikian, 2007).



64 Malattie infettive e parassitarie e il paradigma della One Health

Sulla base delle loro caratteristiche genetiche edantigeniche, i RV
possono essere ulteriormente classificati in 5 specie, A-D, ed altre 3
possibili specie candidate, F-H (Matthijnssens et al., 2012). RVA,
RVB, RVC e RVH sono stati identificati nell’'uomo e negli animali,
mentre RVD, RVE, RVF ed RVG solo negli animali.

Le proteine del capside esterno VP7 e VP4 sono importanti antige-
ni neutralizzanti ed inducono immunita protettiva (Estes and Ka-
pikian, 2007). Per gli RVA ¢ usato un sistema di classificazione bi-
nario basato su VP7 (G tipo) e VP4 (P tipo). Sistemi analoghi sono
in via di sviluppo per RVB ed RVC. Per quanto riguarda i RVA, so-
no stati descritti almeno 27 G €37 P tipi in mammiferi e specie avia-
ri. La distribuzione di G e P tipi nelle varie specie mostra pattern
peculiari, in virtl di meccanismi di restrizione di specie (Martella
et al., 2010). Tuttavia, i RVA possono spesso attraversare le barriere
di specie (da animali a uomo o tra animali) e sono state documen-
tate in molte occasioni infezioni eterologhe (Martella et al., 2010).

Almeno 3 specie di RV (RVA, RVB ed RVC) sono state descritte nei
piccoli ruminanti. Segnalazioni e report su RVA negli ovi-caprini
sono state effettuate in diversi paesi del mondo, con prevalenza fi-
no al 60% e tassi di mortalita del 10-30% (Papp et al., In press).Nei
piccoli ruminanti sono stati identificati RVA con VP7 di tipo G3,
G6, G8, G9e G10 e VP4 di tipo P[1], P[3], P[5], P[8], P[11], P[14]
e P[15](Papp et al., In press). Alcuni tipi (G6, G8, G10 e P[1], P[5]
e P[11]) sono comuni nei bovini, suggerendo una libera circolazio-
ne tra i ruminanti, mentre altri tipi (G3, P[3], P[14] e P[15]) sem-
brano essere peculiari dei piccoli ruminanti. Nel corso di focolai di
diarrea neonataleda RVB, la prevalenza del virus nelle feci e la mor-
bilita e mortalita possono essere molto alte. RVB ¢ stato anche as-
sociato a diarrea in capretti. Sono scarse le informazioni disponibi-
li per RVC (Muioz et al., 1996).

Linoculazione di un ceppo RVA ovino in agnelli gnotobiotici de-
termina diarrea e anoressia. Il virus & eliminato con le feci per di-
versi giorni. Agnelli di 1 giorno di vita sono piu sensibili di agnelli
di 12 giorni. La risposta sierologica all’infezione da RVA & presente
in tutti gli agnelli (Snodgrass et al., 1976). La somministrazione del
colostro ¢ fondamentale per proteggere gli agnelli dalla patologia
rotavirus-associata. Il colostro e il latte di pecore vaccinate 2-3 set-
timane prima della fecondazione contiene alti titoli di anticorpi
specifici per RVA (Wells et al., 1978). Sebbene non siano disponibi-
li vaccini per la profilassi di RVA negli ovi-caprini, un ceppo ovino
di RVA, Lp14 (G10P[15]), & stato usato per sviluppare un vaccino
umano per uso orale, il Lanzhou Lamb Rotavirus vaccine, attual-
mente commercializzato in Cina.

Studi recentihanno messo in luce come i RVA ovi-caprini possa-
no avere una rilevanza zoonotica. Lanalisi del genoma suggerisce
che RVA P[14] conVP7 di tipo G6 e G8 identificati nell’'uomo ab-
biano probabilmente avuto origine mediante trasmissione inter-
specie da piccoli e grandi ruminanti, o da altre specie di Artio-
dactyla (Matthijnssens et al., 2009).

CORONAVIRUS - I coronavirus (CoV) sono grandi virus ad
RNA che infettano i mammiferi e gli uccelli. Attualmente i CoV
sono inclusi nell’ordine Nidovirales, famiglia Coronaviridae, sotto-
famiglia Coronavirinae. La sottofamiglia Coronavirinae include tre
generi, Alpha-, Beta-, e Gammacoronavirus (Decaro and Buonavo-
glia, 2011). Recentementee stato proposto il nuovo genere Delta-
coronavirus.

I CoV che infettano le diverse specie di ruminanti sono strettamen-
te correlati al CoV bovino (BCoV) (genere Betacoronavirus, specie
Betacoronavirus-1) e sono di solito considerati come varianti di
ospite del virus bovino (Decaro et al., 2008). Sebbene virus BCoV-
simili circolino negli ovi-caprini, il loro ruolo entero-patogeno ne-
gli agnelli e capretti rimane poco chiaro. Anticorpi per BCoV sono
stati identificati nel 19% di 218 sieri di pecore in Svezia, con la fre-
quenza piut elevata nei grandi allevamenti e in animali con piut di 4
anni (Trdvén et al., 1999). In aggiunta, particelle virali CoV-simili
sono state osservate al microscopio elettronico nelle feci di ovini.
Tuttavia, indagini virologiche su campioni di feci di agnelli e ca-
pretti con diarrea hanno fornito risultati contrastanti. Uno studio

nei piccoli ruminanti in Spagna non ha identificato CoV in anima-
lineonati con diarrea (Mufioz et al., 1996). All'opposto, infezioni
miste darotavirus e CoV sono state segnalate in agnelli in Arizona.
Piu recentemente, CoVe stato associato con diarrea e mortalita in
capretti in Turchia (Ozmen et al., 2006).

Recentemente, la comparsa della Middle East Respiratory Syndro-
me (MERS) CoV nell’'uomo e la sua identificazione nei cammelli ha
suggerito il possibile ruolo dei camelidi o di qualche specie di ru-
minante nella epidemiologia di questo nuovo Betacoronavirus. Tut-
tavia, studi sierologici non hanno identificato anticorpi specifici per
MERS-CoVnei sieri di pecore e capre nei paesi del Medio-Oriente
(Hemida et al., 2013).

BUNYAVIRUS - I bunyavirus (BuVs) sono virus privi di envelope,
sferici con un diametro di circa 80 to 120 nm. Il genoma & compo-
sto da 3 segmenti di RNA monocatenario a polarita negativa. La fa-
miglia Bunyaviridaee composta da oltre 350 virus, perlopiu tra-
smessi da artropodi, e suddivisi in 5 generi: Orthobunyavirus, Han-
tavirus, Nairovirus, Phlebovirus e Tospovirus. Diversi BuV sono stati
identificati negli ovi-caprini, ma solo alcuni sono stati associati
adenterite (Hubdlek et al., 2014).

La Nairobi sheepdisease (NSD) fu descritta per la prima volta in un
ovino con enterite acutaa Nairobi, Kenya. Il virus (NSDV), prototi-
po del genere Nairovirus, & anche noto come Ganjam virus. NSDV
¢ diffuso in Africa Orientale e India ed ¢ trasmesso con zecche me-
tastriate, quali Rhipicephalusappendiculatus (Africa), Haemaphysa-
lis wellingtoni ed Haemaphisalis intermedia (India). Gli ospiti verte-
brati sono gli ovi-caprini, sebbene il ratto Arvicanthisa byssinicus
possa servire come reservoir per il virus. La malattia si puo osserva-
re in animali privi di immunita introdotti in aree con infezione en-
demica. La NSD ¢ considerata come una delle infezioni piu gravi
degli ovi-caprini, con tassi di mortalita pari al 90% a seguito di feb-
bre emorragica acuta. La malattia si osserva solo in ovini e caprini,
con sintomi meno gravi negli ovini, mentre altri ruminanti sono
generalmente refrattari all’infezione. I sintomi compaiono di solito
4-6 giorni dopo infezione trasmessa con il morso di zecca ed esor-
discono con febbre, che raggiunge i 42°C e persiste per 1-7 giorni.
La diarrea di solito si osserva 1-3 giorni dopo la comparsa delle feb-
bre ed & caratterizzata da feci acquose e fetide che diventano emor-
ragiche nei giorni successivi. Gli animali infetti possono inoltre mo-
strare depressione, difficolta respiratorie con scolo nasale muco-pu-
rulento ededema polmonare, miocardite e nefrite tubulare. Gli ani-
mali in gestazione spesso abortiscono ed i feti possono mostrare di-
fetti di sviluppo. NSD ¢ una malattia soggetta a denuncia e casi spo-
radici di infezione sono descritti nell'uomo. Un vaccino attenuato &
disponibile per il controllo della NSD (Davies et al., 1974).

11 Rift Valley Fever Virus (RVFV) (Phlebovirus), o Zinga virus, fu
isolato per la prima volta da una forma epizootica di aborto in pe-
core gravide e di mortalita neonatale nella Valle del Rift, Kenya, nel
1930. I focolai di RVF sono rimasti circoscritti al continente Africa-
no sino al 2000, quando gravi focolai di RVF furono descritti con-
temporaneamente in Yemen e Arabia Sauditae piu tardi in Madaga-
scar e Mayotte. Laccresciuto rangegeografico di RVF rappresenta
un pericolo anche per i paesi Europei (Chevalier et al., 2010). RVF
¢ trasmessa da zanzare del genere Aedese Culex (Chevalier et al.,
2010). Diverse specie di vertebrati sono sensibili all’infezione da
RVFYV, tra cui ruminanti domestici e selvatici e roditori. Mentre i
ruminanti sviluppano sintomi clinici, i roditori, principalmente
ratti dei generi Arvicanthise Rattus, fungono da reservoir. Gli equi-
di ed i suini si possono infettare in modo asintomatico. Infezioni fa-
tali sono state segnalate in cani, gatti e primati. Recentemente il vi-
rus é stato identificato in pipistrelli. Nell'uomo di solito si osserva
una sindrome simil-influenzale, seguita, a volte, da forme emorra-
giche, neurologiche ed oculari (Pepin et al., 2010). I giovani rumi-
nanti, quali agnelli e capretti, tendono a sviluppare forme gravi, con
tassi di mortalita del 70%, ma negli ovini adulti la mortalita & infe-
riore al 10%. Agnelli e capretti di eta inferiore a 7 giorni mostrano
una forma letale iperacuta con febbre (40-42°C), inappetenza e de-
bolezza. Gli agnelli pit grandi, e meno frequentemente gli animali
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adulti, sviluppano una forma acuta, con febbre (40-41°C), vomito,
diarrea emorragica, depressione, scolo nasale muco-purulento, dif-
ficolta motorie ed epatite necrotica. Nei soggetti adulti, in partico-
lare nelle capre, il decorso dell'infezione ¢ subacuto o subclinico.
Sono inoltre frequenti aborto e malformazioni (Gerdes, 2002). Per
la profilassi di RFV nei ruminanti, sebbene siano disponibili sia vac-
cini vivi attenuati che spenti, si preferiscono i vaccini spenti perché
quelli vivi attenuati possono causare aborto (Gerdes, 2002).
Nell’Ottobre 2011, un nuovo Orthobunyavirus e stato identificato in
campioni clinici di bovini in Schmallenberg, Germania. Gli anima-
li presentavano febbre, calo della lattazione, e occasionalmente diar-
rea e aborto. Il virus, nominato Schmallenberg virus (SBV), ¢ risul-
tato essere simile a virus del sierogruppo Simbu, quali i virus Aka-
bane e Shamonda (Hoffmann et al., 2012). Questi BuV sono asso-
ciati alla sindrome artrogrifosi-idroanencefalia (AHS) nei rumi-
nanti ma non sono mai stati segnalati in Europa. Il nuovo BuV &
stato in seguito identificato in altri paesi europei, nei bovini, ovini
e caprini. Moscerini pungitori (genere Culicoides) sembrano gioca-
re un ruolo nella trasmissione di SBV, che ¢ caratterizzata da diffu-
sione stagionale con pill elevata prevalenza in estate e autunno. E
descritta anche la trasmissione verticale e venerea. L'infezione da
SBV causa febbre transitoria, diarrea, e ridotta produzione di latte,
nonché mortalita perinatale e gravi malformazioni in agnelli e vi-
telli (Beer et al., 2013). La prima segnalazione clinica di SBV negli
ovini descriveva malformazioni compatibili con la AHS in agnelli
nati alla fine del 2011 (van denBrom et al., 2012). Sebbene la diar-
rea associata a SBV sia stata descritta solo nei bovini, 'infezione
sperimentale di ovini ha determinato per lo pil infezione subclini-
ca, ed un unico animale ha sviluppato diarrea per diversi giorni
(Wernike et al., 2013). SBV non ¢ ritenuto un agente zoonotico ed
un vaccino spento ¢& stato recentemente messo in vendita per la pro-
filassi nei bovini ed ovini.

CONCLUSIONI - Diversi virus sono stati associati ad enterite o
sono stati identificati nel tratto enterico degli ovi-caprini. Assieme
ad i virus menzionati in questa review, altre infezioni virali sistemi-
che sono in grado anche di causare sintomi enterici in questi ani-
mali, sebbene la forma enterica non sia la manifestazione clinica pit
peculiare o predominante. Grave enterite necrotizzante & stata os-
servata in capretti infetti con caprine herpesvirus type 1. Inoltre,
sintomi enterici sono frequenti in giovani ovi-caprini colpiti dalla
pest de petit sruminant (genere Morbillivirus). Sebbene ci siano sta-
ti notevoli miglioramenti nella gestione aziendale e nelle strategie di
prevenzione e trattamento delle patologie infettive, la diarrea neo-
natale rimane una delle cause pit comuni e di maggiore impatto
economico negli ovi-caprini (Dohoo et al., 1985). Sono stati fatti
diversi passi avanti nella comprensione del ruolo dei virus come
causa di enteritenegli ovi-caprini, e diversi nuovi virus sono stati
identificati recentemente. Tuttavia, & probabile che molti nuovi vi-
rus siano scoperti nei prossimi anni. Lo sviluppo di nuovi stru-
menti diagnostici efficaci e 'implementazione degli algoritmi dia-
gnostici delle enteriti virali, permettera di raccogliere importanti
dati epidemiologici ed aiutera a colmare i gap esistenti nella eziolo-
gia delle enteriti degli ovi-caprini.
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INTRODUZIONE - Le zoonosi sono malattie che vengono natu-
ralmente trasmesse dagli animali all’'uomo. Molte di loro necessita-
no di uno stretto o prolungato contatto tra uomo e animale e ven-
gono pertanto annoverate nelle cosiddette malattie professionali; gli
allevatori, i veterinari e gli addetti al settore sono i soggetti pil a ri-
schio. In altri casi la principale via d’infezione per 'uomo & quella
aerogena percio la possibilita di una loro diffusione ¢ legata alla pre-
senza di insediamenti urbani in prossimita degli allevamenti. Alcu-
ne zoonosi possono inoltre essere trasmesse per via alimentare,
quindi tramite cibi ed acque contaminati, altre attraverso ’azione di
insetti vettori. Dal punto di vista eziologico si annoverano come po-
tenziali agenti zoonotici virus, batteri, funghi e parassiti. Nel setto-
re dei piccoli ruminanti,alcune malattie infettive di comune riscon-
tro costituiscono delle zoonosimae difficile allestire un quadro rea-
le della loro complessiva diffusione, ad eccezione delle malattie re-
golate da piani di controllo ed eradicazione nazionali (Brucellosi,
Blue Tongue, TSE- Scrapie). Malgrado I'Italia disponga sia di un
consistente patrimonio zootecnico pari a 7.181.828 ovini e 975.858
caprini (dati Istat 2013), sia di una capillare ed efficiente rete di En-
ti ed Istituzioni deputate alla diagnosi, ad oggi non vi sono dati re-
lativiad indagini epidemiologiche ad ampio spettro e i dati riporta-
ti in bibliografia riguardano quasi sempre situazioni locali.

11 patrimonio zootecnico ovino e caprino italiano si caratterizza
inoltre per una ampia differenzazione dei sistemi di allevamento,
che porta a sua volta ad una diversa gestione manageriale e sanita-
ria del gregge. I sistemi di allevamento a carattere estensivo o se-
miestensivo, che prevedono ancora,se pur limitatamente rispetto al
passato, la monticazione estiva e la transumanza invernale, sono
ben radicati sul territorio nazionale, soprattutto nelle zone insulari
e centro-meridionali. D’altro canto sono sempre piu diffusi i siste-
mi di allevamento intensivi e semi intensivi con I'introduzione an-
che di razze straniere, con il conseguente miglioramento della ge-
netica nazionale, dello sviluppo dell’industriadel settore lattiero ca-
seario e della gestione in stalla del gregge. In questo panoramasi col-
locano inoltre innumerevoli situazioni gestionali che presentano al-
cuni caratteri del tutto peculiari e tipici di alcune realta locali, come
ad esempio la scelta di non usufruire di strutture meccanizzate per
la mungitura, che rendono estremamente complesso I'approccio e
la gestione delle problematiche di natura sanitaria e non solo.
APPROCCIO DIAGNOSTICO ALLE PRINCIPALI MALATTIE
INFETTIVE A CARATTERE ZOONOTICO - Nell’ottica di un
corretto approccio diagnostico si possono individuare almeno tre
momenti fondamentali: primo su tutti una corretta educazione, in-
tesa come formazione ed informazione, sia del comparto allevato-
riale, poiché I'allevatore rappresenta una sorta di sentinella nel co-
gliere e comunicare i segni di malattia del proprio gregge, sia del
comparto sanitario, in quanto i medici veterinari che operano nel
settore gestiscono in prima persona, in collaborazionecongli enti
deputati, le problematiche di natura sanitaria.Solo un buon livello
di comunicazione e interazione tra le parti puo produrre un corret-
to approccio diagnostico e gestionale delle problematiche sanitarie.

La conoscenza epidemiologica del territorio in cui si opera ¢ un al-
tro fattore imprescindibile. Infatti, disporre di dati aggiornati erea-
li rispetto alla prevalenza delle malattie che insistono nell’alleva-
mento ovino e caprino consente di agire in tempi rapidi, predispo-
nendoadeguate strategie per la prevenzione e ilcontrollo di even-
tuali focolai di malattia con conseguente salvaguardiadella sicurez-
za pubblica. Va sottolineato infine come un corretto approccio dia-
gnostico si basi inevitabilmente sull’applicazione di un corretto
protocollo di campionamento. Le zoonosi di natura infettiva co-
munemente presenti nell’allevamento ovino e caprino interessano
generalmente la sfera riproduttiva,sono accomunate da una sinto-
matologia inapparenteed hanno come unico segno clinicamente
evidente I’aborto. E chiaro come questo comporti il pitt delle volte
una oggettiva difficolta nell’orientare la diagnosi senza ricorrere al
supporto tecnico-laboratoristico. Il ruolo che svolge in questo con-
testo ilveterinario libero professionista diventa quindi un ruolo
chiave: deve infattiraccogliere un attenta anamnesi, supportare I’al-
levatore nella corretta gestione degli animali malati con I'applica-
zione delle pitt comuni norme di biosicurezza, dall’isolamento de-
gli animali stessi all’utilizzo di dispositivi di protezione individuale
e alla raccolta di materiale organico da inviare al laboratorio, ed ef-
fettuare un corretto e puntuale campionamento.Compito del labo-
ratorio d’altro canto ¢ fornire un supporto diagnostico che si carat-
terizzi per efficienza ed efficacia. Nell’esempio specifico delle ma-
lattie della sfera riproduttiva il cui Pexitus & rappresentato dall’a-
borto, & quindi necessario disporre di un protocollo che permetta di
indagare un panel fisso di malattie finalizzato al raggiungimentodi
una diagnosi quantomeno presunta che a sua volta consenta di svi-
luppare adeguate strategie di interventoe di prevenzione, e paralle-
lamentedi raccogliere dati di natura epidemiologica.
CONSIDERAZIONI - Lauspicio ¢ indubbiamente quello di rag-
giungere una sinergia di intenti che veda tutti gli operatori del set-
tore attivamente impegnati nel perseguire obbiettivi comuni e svi-
luppare un modus operandi univoco che consenta di delineare un
chiaro quadro epidemiologico su suolo nazionale e non differenzia-
to ed a sé stante per ogni realta regionale al fine di poter mettere in
atto tutte quelle misure necessarie a contenere un eventuale foco-
laio epidemico sia di natura zoonotica che non ed ottenere un mi-
glioramento delle condizioni di gestione, benessere e sanita delle
greggi con evidenti risvolti di sanita pubblica.

APPROCCIO DIAGNOSTICO ALLE PRINCIPALI PARASSI-
TOSI A CARATTERE ZOONOTICO - 11 vecchio concetto di “One-
Health” sta riassumendo sempre pillt importanza in ambito sanita-
rio interessando, naturalmente, anche le problematiche parassitolo-
giche anche in considerazione della numerosita e della diffusione
dei parassiti agenti di zoonosi ed in particolare i protozoi e gli el-
minti propri degli ovini e dei caprini (Ahmed e Shoji 2014). In que-
sto contesto 'allevamento dei piccoli ruminanti sta assumendo un
certo ruolo potendo rappresentare un importante moltiplicatore e
diffusore per questi parassiti nell’ambiente, da cui il rischio di tra-
smissione all'uomo.

Per un corretto approccio al controllo delle infezioni parassitarie a
carattere zoonotico, proprio nell’ottica di ridurre la diffusione di
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questi agenti patogeni nell’ambiente, risulta di primaria importan-
zaI'utilizzo di una opportuna strategia diagnostica. La diagnosi del-
le endoparassitosi, sia nell’'uvomo che negli animali & un processo ar-
ticolato che prevede piu tappe, anamnesi ambientale, individuale
e/o di gruppo, esame clinico ed infine la diagnosi di laboratorio.
Quest’ultima oltre a consentire la conferma di un generico sospet-
to clinico, spesso riferisce una precisa diagnosi eziologica. La dia-
gnosi di laboratorio ¢, inoltre, di ausilio fondamentale per valutare
le misure di controllo pili idonee da mettere in atto per stimare I'ef-
ficacia degli interventi profilattici e terapeutici e, talvolta, per for-
mulare la prognosi. Benché siano oggi disponibili nuove possibilita
diagnostiche basate sulla sierologia, genetica, genomica, metageno-
mica, proteomica e bioinformatica (Roeber et al., 2013), la diagno-
si degli elminti e dei protozoi dell’apparato digerente e delle ghian-
dole annesse e dell’apparato respiratorio, negli animali e nell’'uomo,
si basa principalmente sull’esame coprologico (Cringoli et al.,
2010). La coprologia (dal greco: ¥ mpog = feci e kO™ 0. = esame),
ossia l'analisi di campioni di feci per la ricerca di parassiti adulti o
parte di essi e/o di elementi parassitari (uova, larve, cisti, oocisti), &
a tutt’oggi la procedura diagnostica pilt largamente utilizzata in pa-
rassitologia medica e medico veterinaria (Rinaldi e Cringoli, 2014).
Ora pill che mai la parassitologia veterinaria e la salute pubblica
stanno convergendo verso un approccio strategico comune per ot-
timizzare la diagnosi delle parassitosi negli animali e nell’'uomo at-
traverso l'ottimizzazione delle tecniche di FaecalEggCount (FEC)
(Rinaldi e Cringoli, 2014). Sebbene ampiamente utilizzate per la
diagnosi di parassiti intestinali, ¢ ben noto che le tecniche FEC sia-
no soggette ad una serie di fattori da tenere in considerazione per
una corretta interpretazione dei risultati (Utzinger ef al., 2012). In
primo luogo, vi & una chiara mancanza di standardizzazione delle
procedure tecniche; di solito ogni laboratorio utilizza “il proprio
metodo”, basato sulla “tradizione laboratoristica” piuttosto che sul-
le procedure operative standard della tecnica stessa. A questo si ag-
giunge che, in linea generale, spesso non vengono presi in conside-
razione parametri comunemente utilizzati in altri ambiti di dia-
gnostica di laboratorio come la sensibilita, la precisione, 'accura-
tezza, la specificita e la ripetitivita di una data tecnica. Sono, invece,
enfatizzati altri elementi, quali la economicita, la rapidita e la sem-
plicita di una tecnica, trascurando importanti fattori che influenza-
no il risultato atteso. In questi ultimi anni é stato introdotto il FLO-
TAC, uno strumento che ha consentito la messa a punto di nuove
tecniche copromicroscopiche multivalenti, altamente sensibili ed
accurare per il campo medico e medico veterinario, le tecniche
FLOTAC, oggi validate dalla comunita scientifica con numerosi la-
vori su riviste nazionali ed internazionali (Cringoli et al., 2010).
Queste tecniche stanno progressivamente sostituendo le tecniche
tradizionali (flottazione in provetta, sedimentazione, McMaster,
Wisconsin e Baermann) e nei piccoli ruminanti permettono di ef-
fettuare, con un solo esame, la diagnosi contemporanea di 22 infe-
zioni parassitarie, comprese parassitosi a carattere zoonotico. La
sensibilita analitica di queste tecniche ¢ elevata poiché consentono
la conta diretta degli elementi parassitari (uova, larve, oocisti e ci-
sti) anche in un grammo di feci, ovvero l'unita internazionale di
misura della FEC. Inoltre, considerata la crisi economica interna-
zionale e la conseguente riduzione dei fondi di ricerca, le tecniche
diagnostiche devono essere convenienti e di facile utilizzo, ma al
tempo stesso accurate e precise. Devono, inoltre, fornire un risulta-
to in tempi rapidi in modo da intraprendere tempestivamente op-
portune misure di controllo. Pertanto nuove soluzioni sono neces-
sarie per ridurre il costo della FEC, in termini di carico di lavoro, ef-
fettuando non pit le analisi del singolo campione ma di pool di
campioni, in tal modo & possibile ottimizzare anche le procedure
per valutare Pefficacia antiparassitaria mediante il Faecal Egg Count
Reduction Test (FECRT) (Rinaldi et al., 2014). Oltre all’utilizzo dei
pool, una nuova sfida della copromicroscopia & rappresentata dal-
I'introduzione della diagnosi parassitologica direttamente in alleva-

mento utilizzando nuovi strumenti diagnostici supportati dalla
nuova generazione di microscopi da campo. Questo approccio &
stato gia utilizzato, con successo, in studi pilota in medicina umana.
Ad esempio, Stothard et al. (2005) hanno riportato un’esperienza di
campo dove ¢ stato utilizzato un microscopio portatile per la dia-
gnosi di schistosomiasi intestinale nei bambini delle scuole dell’U-
ganda. Questo microscopio portatile & stato proposto come un’al-
ternativa pragmatica al microscopio convenzionale, giocando un
ruolo importante nella raccolta di dati sulla prevalenza dell’effica-
cia antielmintica e nel potenziare la capacita diagnostica dei labora-
tori di analisi parassitologiche presenti nei centri diagnostici delle
aree marginali (Stothard et al., 2005). Piti recentemente, Bogoch et
al. (2013) hanno effettuato una prova di campo dimostrando che
un telefono cellulare puo essere convertito in un microscopio per la
diagnosi di endoparassiti intestinali in contesti dove le risorse sono
limitate e non c’¢ la possibilita di utilizzo della corrente elettrica.
Tali innovazioni diagnostiche hanno il vantaggio di essere portatili,
economiche, facili da usare e non richiedono un’alimentazione elet-
trica costante. Inoltre, con 'utilizzo della tecnica Mini-FLOTAC
(Cringoli et al., 2013) che si basa su dispositivi diagnostici chiusi
(Mini-FLOTAC e Fill-FLOTAC), ¢ possibile effettuare direttamente
in campo una diagnosi copromicroscopica quali/quantitativa in po-
co tempo senza perdere di accuratezza e sensibilita. Questa tecnica
non necessita della centrifuga, di altre apparecchiature da laborato-
rio e di particolari reagenti, e risulta quindi particolarmente indica-
ta per la diagnosi delle infezioni da elminti e protozoi direttamente
in allevamento. Il futuro della copromicroscopia nei piccoli rumi-
nanti dipendera dallo sviluppo, dalla standardizzazione e dalla veri-
fica in campo dei nuovi test diagnostici, confrontando i risultati ot-
tenuti con quelli delle tradizionali tecniche di laboratorio. In tal
modo sara possibile intraprendere tempestivamente una strategia
di controllo adeguata, soprattutto verso quelle parassitosi dei picco-
li ruminanti che possono essere un pericolo per la salute pubblica.

1 The correct diagnostic approach to the most important
zoonotic diseases of sheep and goats

Key words: zoonosis, small ruminants, diagnosis.
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INTRODUZIONE - Con il termine Strongili Gastro-Intestinali
(SGI) degli ovini vengono solitamente annoverati un gruppo ne-
matodi appartenenti a differenti generi e specie, che vengono nor-
malmente trattati in ambito parassitologico come un’unica entita
nosologica a causa della loro comune localizzazione (abomaso e in-
testino) e di alcune analogie inerenti il ciclo biologico e la morfolo-
gia delle loro forme di propagazione, le uova, che nella maggior
parte dei casi, risultano indistinguibili morfologicamente nei diffe-
renti generi.

Gli SGI causano delle parassitosi diffuse praticamente in ogni grup-
po di animali che esercitino il pascolo e rappresentano ancora oggi
uno dei pilt importanti fattori sanitari che limitano significativa-
mente gli introiti derivanti da questo.

I danni da essi arrecati nell’ambito degli allevamenti possono risul-
tare ingenti a causa delle lesioni e delle alterazioni funzionali arre-
cate ai soggetti colpiti. Questi di solito sono ben conosciuti tra gli
addetti ai lavori che richiedono spesso adeguati interventi profilat-
tico-terapeutici per contrastare gli effetti negativi. Ma mentre la sin-
tomatologia, gli aspetti morfologici, profilattico-terapeutici e i dan-
ni causati dalle SGI nei piccoli ruminanti sono generalmente ben
conosciuti, lo risultano molto meno quelli legati alla patogenicita
dei singoli agenti parassitari che vengono annoverati nell’'ambito di
queste infestioni.

11 motivo di tale situazione ¢ legato anche al fatto che generalmen-
te negli ovini non si riscontrano in natura infestioni monospecifi-
che, ma il poliparassitismo costituisce la norma e quindi anche i fat-
tori patogenetici di ogni specie elmintica vanno a sovrapporsi e/o
influenzare vicendevolmente con quelli di altre specie contempora-
neamente presenti, complicando per certi versi il quadro sintoma-
tologico, nonché quello legato al decremento delle produzioni.
Inoltre tali parassitosi risultano spesso ancora pil pericolose in
quanto decorrendo spesso in modo subclinico non “attirano” in
modo evidente l'attenzione dell’allevatore, ma determinano in mo-
do costante delle riduzioni non sottovalutabili delle performances
produttive delle greggi interessate.

Appare quindi evidente che tali parassitosi debbano essere costan-
temente monitorate e nei loro confronti attuate adeguate misure di
profilassi ambientale e di chemioprofilassi. Purtroppo tuttavia tale
controllo in pratica viene attuato, nell’allevamento estensivo e se-
mi-intensivo dell’ovino, quasi esclusivamente attraverso la sommi-
nistrazione di antielmintici, che perd purtroppo non sempre sorti-
sce gli effetti sperati. Questi infatti vengono talvolta effettuati in
modo non razionale, in relazione ai tempi, alle modalita, alla mole-
cola utilizzata, al suo dosaggio ecc..

Tutto questo pud determinare tuttavia perdite economiche non tra-
scurabili, in relazione al costo del farmaco, alla manodopera, non-
ché problemi di residui nei prodotti derivati (carne e latte) e possi-
bile insorgenza di episodi di farmacoresistenza (AR). E evidente
quindi che razionali piani di controllo nei confronti degli SGI pos-
sano derivare esclusivamente da conoscenze precise sull’eziologia,
biologia, epidemiologia e sulle molecole antielmintiche registrate e
sulle loro modalita di somministrazione e d’azione. Per cercare di

apportare un contributo in tal senso in questa relazione verranno
quindi riportati alcuni aspetti inerenti ’eziologia, la patogenicita e
alcune note sull’epidemiologia in Italia delle infestioni da SGI.

COSA SONO GLI SGI - Tra gli SGI degli ovini, spesso vengono
generalmente annoverati un gruppo di nematodi che della superfa-
miglia dei Trichostrongyloidae, a cui appartengono soprattutto i
generi Teladorsagia, Haemonchus, Trichostrongylus, Cooperia, Ne-
matodirus, ai quali si “aggiungono” anche altri parassiti di altre su-
perfamiglie come nel caso degli Strongyloidea (Chabertia ovina;
Oesophagostomum venulosum; Oe columbianum; Bunostomum tri-
gonocephalum), dei Rhabditoidea (Strongyloides papillosus), dei Tri-
churoidea (Trichuris ovis) e degli Oxyuroidea (Skrjabinema ovis).
Tutti questi parassiti povrebbero quindi piti semplicemente essere
indicati, per una maggior correttezza tassonomica, anche come ne-

Tabella 1 - Nematodi abomasali.

Dimensioni Ti Pot
Specie (maschi/ i '!:o. to ere

femmine) alimentazione patogeno
Tt.eladors.a gia 8/14 mm istofaga medio-alto
circumcincta
T. trifurcata 8/10 mm istofaga medio-alto
Ostertagia . .
ostertagi 8/7 mm istofaga medio-alto
Haemonchus
P S 15/30 ematofaga alto
Trichostrongylus istofaga- Ao
s 4/8 mm ematofaga medio-alto
Tabella 2 - Nematodi intestino tenue.

Dimensioni .
Specie (maschi/ i TTO . Ptotere

femmine) alimentazione patogeno
Trichostrongylus e .
g —_— 4/7,5 mm chimivora medio
T. vitrinus 4/7 mm istofaga medio
T. capricola 4/7 mm istofaga medio
Nematodirus _ .
silicollis 10/24 mm chimivora medio
N. spathiger 10/24 mm chimivora medio
N. battus 11/25 mm chimivora medio-alto
Bunostomum .
trigonocephalum 10/30 mm ematofaga medio-alto
Cooperia curticei ~ 4,5/8 mm chimivora medio-basso
Strongyloides - .y
papillosus* max 2 mm chimivora medio-basso

* Solo la femmina partenogenetica € parassita.
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Tabella 3 - Nematodi intestino crasso.

Dimensioni Ti Pot
Specie (maschi/ i |{)o_ to o

femmine) alimentazione patogeno
Chabertia ovina 10/20 mm istogaga medio-basso
Oesophagostomum istofaga- .
Spp. 8/20 mm chimivora medio
Skrjabinema ovis 3/7 mm chimivora basso
Trichuris ovis 4/8 cm el medio

ematofaga

matodi gastro-intestinali (NGI). Le dimensioni degli esemplari
adulti degli SGI, insieme con la rispettiva gravita del potere patoge-
neo di ogni specie dei parassiti sopraelencati sono riportati per di-
stretto anatomico parassitato nelle seguenti tabelle (Tabb. 1,2 e 3).
COSA FANNO GLI SGI - I meccanismi di patogenicita attuati da-
gli SGI possono essere complessi e spesso anche tra loro interdi-
pendenti. Risulta infatti ormai riduttivo e talvolta anche impreciso
considerare esclusivamente il concetto di “spoliazione” parassitaria.
E necessario, infatti, sfatare il concetto del parassita dotato di un ap-
petito pantagruelico in grado di “affamare” 'ospite, in quanto nella
maggior parte dei casi si instaurano ulteriori meccanismi patogene-
tici, quali la riduzione dell’ingestione degli alimenti (anoressia), di-
fetti della loro digestione e assorbimento, nonché turbe metaboli-
che, il tutto attuato grazie a delle azioni traumatiche, chimiche ed
immuno-mediate.

Inoltre dobbiamo considerare anche che gli SGI tendono ad intera-
gire con l'ospite, il quale ¢ dotato nei confronti del parassita di una
“resistenza’, cioé dell’attitudine ereditaria a sviluppare meccanismi
che ne limitano lo sviluppo e quindi anche I'azione patogena. Tale
resistenza, in quanto ereditaria, puo essere peraltro inserita nei pia-
ni di selezione genetica dei piccoli ruminanti, ed esercitare la sua in-
fluenza a vari livelli del ciclo biologico di questi nematodi, limitan-
do ad esempio il tasso di “installazione” delle larve L3, il tasso e la
velocita di sviluppo degli stadi larvali in adulti, il tasso di sopravvi-
venza degli adulti e la prolificita delle femmine.

A livello abomasale risultano sostanzialmente due i generi paras-
sitari in grado di determinare importanti ripercussioni sulla fun-
zionalita dell’organo e, pill in generale, dell’ospite parassitato at-
traverso meccanismi solo in parte sovrapponibili: Haemonchus e
Teladorsagia.

In particolare il genere Teladorsagia, rappresentato soprattutto
con la specie T. circumcincta, & in grado di determinare allo stadio
larvale, importanti alterazioni alla mucosa in funzione dell’insor-
genza di lesioni nodulari di 1-2 mm di diametro contenenti le lar-
ve (Jubb et al., 1993). Tali noduli tendono, soprattutto in caso di
infestioni di una certa entita, a confluire e a determinare 1’insor-
genza a livello della mucosa del caratteristi aspetto a “cuoio ma-
rocchino’, e nel caso di infestioni gravi anche necrosi della muco-
sa (Urquhart et al., 1998).

Lemergenza delle larve dalle ghiandole gastriche verso il lume abo-
masale (20-30 giorni dopo l'infestione), causa la lisi cellulare del
bordo superiore delle ghiandole stesse, stimolando cosi una rapida
divisione cellulare (iperplasia) con successivo ispessimento della
mucosa, che si presenta edematosa, cosi come anche la sottomuco-
sa, con reazioni inflammatorie soprattutto a livello della lamina
propria (Cordero del Campillo et al., 1999). La presenza di tali lar-
ve determina inoltre una metaplasia mucosa e iperplasia del fondo
delle ghiandole che si presentano in prossimita delle larve dilatate e
con cellule mucose cuboidali (Jubb et al., 1993).

Linstaurarsi a livello abomasale di tali lesioni comporta importan-
ti modificazioni del pH abomasale conseguente alla diminuita fun-
zionalita delle cellule di rivestimento delle ghiandole che produco-
no acido cloridrico. Caumento di pH abomasale, che da valori fi-
siologici di 2 puo passare anche a 6-7, determina una diminuzione

delle produzione di pepsina ed un aumento del suo precursore il
pepsinogeno (Ambrosi, 1995). Si rilevano inoltre anche dei cam-
biamenti di Differenza del Potenziale Transmurale (DPT), cioé del-
le alterazioni al potenziale elettrico della parete gastrica che com-
portano un aumento della concentrazione intraruminale degli ioni
HCO, che contribuisce al’aumento del pH, gia entro 30 minuti dal-
I'infestione (Cordero Del Campillo, 1999).

Le alterazioni del pH abomasale prima descritte sembrerebbero ri-
percuotersi anche sui rapporti tra diverse specie parassitarie; risul-
ta ormai infatti assodato come la presenza di T. circumcincta a livel-
lo abomasale possa influenzare il pH anche a livello intestinale, ini-
bendo cosi lo stabilirsi di infestioni causate da Trichostrongylus vi-
trinus e da H. contortus.

Sempre in corso di infestioni da T. circumcincta e T. vitrinus, sono
state inoltre rilevate in giovani ovini turbe alla mineralizzazione
dello scheletro, con riduzione dei depositi di calcio e fosforo an-
che del 35% e fenomeni di osteoporosi (Ambrosi, 1995). Su que-
sta categoria di soggetti infestati naturalmente con i tricostrongi-
lidi menzionati si sviluppa una marcata osteopenia, con alterazio-
ni significative dei livelli di fosfatasi alcalina, del volume osseo che
tende a ridursi con alterazioni anche della densitometria (Tham-
sborg e Hauge, 2001).

Inoltre non bisogna sottovalutare anche la comparsa di una impor-
tante componente inflammatoria nel corso di teladorsagiosi nel-
Pambito della parete abomasale, data in prevalenza da eosinofili,
neutrofili, i cui effetti (burst ossidativi) causano un notevole danno
istologico con ripercussioni negative sulla funzionalita delle cellule
epiteliali (Scott et al., 2000).

Sempre in ambito abomasale riscontriamo anche un altro trico-
strongilide, Haemonchus contortus, dotato di importanti caratteri-
stiche ematofagiche, essendo in grado di sottrarre anche 0,05 ml
di sangue al giorno grazie anche alla particolare struttura della sua
apertura buccale munita di un denticolo “tagliente” e canalicolato
utile a guadagnare i capillari ematici (Jubb et al., 1993; Hoste et
al., 1998).

E evidente quindi che ad esempio un ovino con 500 parassiti puod
subire una salasso giornaliero fino a 25 ml di sangue al giorno!

La femmina di H. contortus & molto prolifica, essendo in grado di
eliminare anche 10.000 uova al giorno anche per molti mesi a par-
tire dal 25-30 giorno dall’infestione; questo, unito al fatto che il pas-
saggio da uovo-L3 infestante puo avvenire in condizioni ideali in
pochissimo tempo e determinare importanti inquinamenti am-
bientali con gravi episodi di malattie (Rodostits et al. 2000). Latti-
vita patogenetica di questo trocostrongilide, oltreché dall’azione
meccanica esercitata dal denticolo prima menzionato, avviene gra-
zie anche all'intervento di diverse sostanze chimiche da esso pro-
dotto (prodotti di E/S), alcune delle quali dotate di spiccata attivita
enzimatica che, attraverso la digestione dei tessuti circostanti al pa-
rassita, ne assicurano la sua “alimentazione” (Hoste et al., 1998)
Fra queste sostanze sono annoverate delle proteasi, alcune delle
quali possono degradare I’emoglobina, il fibrinogeno e il plasmino-
geno, facilitando cosi I’accesso ai vasi sanguigni e interferendo con
in processi di coagulazione del sangue (Hoste et al., 1998). Studi
sperimentali hanno evidenziato come un fattore emolitico elabora-
to da H. contortus, sia in grado di determinare una volta a contatto
con globuli rossi di ovino la loro emolisi nel 70% dei casi circa en-
tro 60 minuti, determinando la comparsa nella loro superficie di
microscopiche protrusioni che ne alterano la struttura e morfologia
(Fetterer e Rhoads, 1998).

I piccoli ruminanti, andando incontro talvolta ad infestioni impor-
tanti nell’arco di poco tempo manifestano una sintomatologia acu-
ta, in cui anemia diviene apparente dopo circa 2 settimane ed & ca-
ratterizzata da una progressiva e drammatica caduta dell’ematocri-
to (Urquhart et al., 1998).

A questo punto animale pud soccombere oppure compensare le
perdite ematiche attraverso un incremento notevole dell’attivita
eritropoietica che puo anche triplicare rispetto alla norma, tanto &
vero che in soggetti con haemoncosi acuta ¢ possibile riscontrare a
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livello delle ossa lunghe un’espansione del midollo osseo dalla sua
sede normale verso la dialisi (Urquhart et al., 1998).

Inoltre si & evidenziato come 500-1000 esemplari di H. contortus
possano nell’ovino causare danni ingenti alle produzioni, soprat-
tutto in presenza di carenze alimentari, mentre con oltre 3000 e
9000 esemplari, rispettivamente in agnelli e in soggetti adulti, si
possono registrare alti livelli di mortalita (Jubb et al., 1993).
Tuttavia in questi casi, le riserve di ferro tendono a scemare in
quanto nel contempo anche I'introduzione di questo elemento ten-
de a diminuire in virtli del decremento globale dell'introduzione
degli alimenti che si verifica a causa degli stessi meccanismi descrit-
ti in precedenza per le infestioni da Teladorsagia spp..

In caso di haemoncosi, specie nella fase acuta, si viene a determina-
re inoltre un certo grado di ipoalbuminemia evidenziabile con la
comparsa di ascite ed edemi sottocutanei e in particolare dello spa-
zio intermandibolare; rilevabile inoltre una gelatinizzazione dei
grassi di deposito (Jubb et al., 1993). A livello abomasale non ¢ in-
frequente riscontrare dei gradi di iperemia e/o emoraggie a carico
delle pliche, con il contenuto delle ingesta nel lume di colore rossa-
stro a causa del materiale ematico presente (Jubb et al., 1993).
Sempre a livello abomasale ¢ possibile riscontrare anche il trico-
strongilide Trichostrongylus axei, la cui presenza determina solita-
mente I'insorgenza di lesioni e modificazioni a carico della mucosa
gastrica simili a quelle indotte da Teladorsagia spp. (aumento pH e
perdita di quote plasmatiche) (Urquhart et al., 1998); una differen-
za importante &€ comunque data dal fatto che T. axei penetra tra le
ghiandole, mentre Teladorsagia spp. si localizza nel loro lume.
Solitamente ¢ difficile riscontrare in natura delle infestioni mono-
specifiche e gravi da T. axei, in quanto normalmente questo trico-
strongilide si riscontra in associazione con gli altri parassiti abo-
masali.

Tuttavia, qualora I'infestione fosse provocata da un numero elevato
di esemplari, si possono notare aumenti delle produzioni di muco
con lesioni nodulari che tendono a confluire in placche o in carat-
teristiche lesioni della mucosa circolare (Urquhart et al., 1998).
Tra gli SGI a localizzazione intestinale vengono annoverati vari ge-
neri trichostrongilidi tra i quali i pilt importanti risultano Tricho-
strongylus, Nematodirus e Cooperia.

Per cid che concerne i primi, negli ovi-caprini si riscontrano so-
prattutto T. colubriformis, T. vitrinus, T. capricola e pit raramente T.
lungispicularis. Questi parassiti tendono a localizzarsi nella parte
anteriore del piccolo intestino.

Le larve infestanti una volta ingerite si riscontrano all’interno di
tunnels al di sopra della lamina basale tra gli enterociti, soprattutto
alla base dei villi, dove possono permanere per circa 2 settimane
prima di riemergere come parassiti adulti.

Le lesioni sono date perlopitt da un’atrofia dei villi, che si manifesta
solitamente dopo una prima fase di iperplasia delle cripte epiteliali
che persiste anche in seguito ed infiltrazioni da parte di cellule in-
fiammatorie in prossimita soprattutto della lamina propria. Tali le-
sioni si rendono macroscopicamente evidenti sotto forma di ero-
sioni della superficie della mucosa quando molti parassiti si con-
centrano in tali aree. La presenza di queste alterazioni si accompa-
gnano con una significativa diminuzione del corredo enzimatico
cellulare del tratto intestinale coinvolto, quali soprattutto la fosfata-
si alcalina, pepsosidasi e maltasi.

Questo quadro, oltre a determinare un malassorbimento di varie
componenti, comporta una fuga di proteine, elettroliti, che se non
compensata da un ulteriore assorbimento nei distretti intestinali a
valle si puo tradurre in gravi fatti diarroici. A questo bisogna inol-
tre aggiungere anche ulteriori turbe causate da alterazioni ormona-
li, quali la iperproduzione di colecistichinina che determina, cosi
come la gastrina, una riduzione dell'introduzione degli alimenti,
cosi come alterazioni al metabolismo del fosforo che possono in-
durre fenomeni di osteoporosi.

Gli animali quindi che hanno delle importanti infestioni da Tricho-
strongylus spp. a livello intestinale (da 15.000 a 80.000 circa esem-
plari) vanno incontro a delle forme cliniche importanti, si presen-

tano cachettici e disidratati, con una marcata atrofia dei muscoli
scheletrici e diarrea di colore scuro.

I tricostrongilidi del genere Nematodirus occupano in generale il
primo tratto dell’intestino tenue, e tra questi si annoverano le se-
guenti principali specie: N. spathiger, N. filicollis, N. abnormalis e
N. battus. Questi parassiti risultano particolarmente temuti tra i
giovani animali, le larve L3 infestanti ingerite si sviluppano tra i
villi, preferibilmente a livello della cripte, per svilupparsi poi ad
adulti nel lume, in cui i parassiti adulti possono formare delle “co-
lonie” che hanno un aspetto macroscopico simile ai batuffoli di
cotone. Nematodirus spp. tende a provocare un’atrofia dei villi, an-
che se solitamente meno grave di quelle provocate da Tricho-
strongylus spp. e da Strongyloides spp.. Quando sono presenti inol-
tre un numero di parassiti superiore a 10.000 si instaura anche
una sintomatologia clinica caratterizzata soprattutto da una mar-
cata diarrea. Tale manifestazione si rende particolarmente eviden-
te negli agnelli in relazione anche al fatto che le uova di Nemato-
dirus spp., unico caso tra i trichostrogilidi, danno origine al loro
interno alla larva L3 infestante e che quindi, anche in condizioni
di bassa t°, possono garantire la sopravvivenza delle L3 che posso-
no liberarsi tutte insieme alla fine della stagione invernale, deter-
minando cosi importanti contaminazioni ambientali. Questo puo
avvenire anche perché al loro interno contengono una sorta di an-
ticoagulante, il Treh-close che ne garantisce una maggior soprav-
vivenza proprio nei periodi freddi.

Anche trichostrongilidi del genere Cooperia possono parassitare il
primo terzo dell’intestino tenue degli ovini in particolare con le
specie C. curticei, che ha un ciclo di sviluppo e di vita simile a quel-
lo di Nematodirus spp., cosi come anche lesioni e patogenesi, per cui
anche la sintomatologia ¢ pressoché simile.

Cooperia spp., induce stati patologici in virtlt anche di particolari
formazioni cuticolari longitudinali che tendono a danneggiare per
sfregamento gli enterociti.

1l genere Cooperia & definito scarsamente patogeno soprattutto nel-
le aree temperate, tuttavia in caso di infestioni massive (pit di
70.000 esemplari in localizzazione) si possono manifestare fenome-
ni di inappetenza, perdita di peso e diarrea.

Sempre al livello del tenue, e pilt precisamente a livello del digiuno e
dell’ileo, nell’ovino ¢ possibile riscontrare anche nematodi Strongy-
loidea della specie Bunostomum trigonocephalum. Le larve infestan-
ti di questa specie parassitaria possono penetrare per cutem o per
via orale e dopo una lunga prepatenza, almeno 30 giorni, compaio-
no le prime uova nelle feci, peraltro anche queste indistinguibili
morfologicamente da quelle degli altri SGI, ad eccezione di Nema-
todirus spp.. Le larve di Bunostomum spp. che si liberano dal guscio,
al contrario di quelle di altri bursati, non hanno necessita di ali-
mentarsi all’esterno neanche nei primi stadi di sviluppo, in quanto
hanno gia immagazzinato le necessarie riserve gia nell’'uovo, tutta-
via hanno la caratteristica di non sopravvivere all’inverno (Boch e
Supperer, 1980). Solitamente si tratta di infestioni causate da un nu-
mero non elevato di esemplari, tuttavia il potere patogeno di questi
parassiti ¢ molto elevato in considerazione della loro marcata azio-
ne patogena delle larve L4 di tipo traumatica sulla mucosa enterica
con conseguente azione sottrattiva a cui va sommata quella emato-
faga esercitata dai parassiti adulti (Casarosa, 1985).

Infine l'ultimo tratto dell’intestino puo “albergare” altri due generi
di nematodi Strongyloidea: Chabertia ovina e Oesophagostomum
spp.. Sono questi parassiti che presentano un ciclo biologico esoge-
no molto simile a quello dei nematodi trattati in precedenza, ma
che si caratterizzano, una volta guadagnato 'ospite, dal possedere
una fase istotropica allo stato larvale pit breve per C. ovis e nor-
malmente pitt duratura per Oesphagostomum spp., soprattutto in
animali gia precedentemente venuti a contatto con il parassita. So-
litamente tale fase avviene a livello del tenue e successivamente i pa-
rassiti adulti si localizzano nel grosso intestino. Le larve incistate
possono soprattutto nel caso di Oesophagostomum spp. nutrirsi an-
che di sangue. Le larve di quest’ultimo genere, soprattutto di Oe. co-
lumbianum, possono vivere dentro il nodulo anche per un 1 anno,
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ma di solito sono in questo caso distrutte dalla reazione dell’ospite
(Oe. venulosum non produce normalmente noduli). Si possono
quindi formare dei noduli che possono andare incontro a caseifica-
zione e calcificazione interferendo cosi con la motilita intestinale,
determinando peritoniti localizzate e adesioni o stenosi. Nelle pe-
core i noduli possono causare anche dolorabilita con atteggiamen-
to di schiena inarcata e andatura impacciata. Lesofagostomosi ¢ la
causa primaria di intussuscezione nei giovani ovini. I parassiti adul-
ti invece dilacerano la parete intestinale con le loro corone radiate
pitt o meno sclerificate e inglobano nella capsula buccale brandelli
di mucosa per nutrirsi.

E segnalata una persistente e severa diarrea soprattutto nei giovani
animali in cui le larve, in particolar modo quelle di Oe. colombia-
num, fuoriescono dal nodulo causando anche di coliti ulcerative;
negli adulti le feci possono riscontrarsi semi-solide, soffici con mu-
co e occasionalmente tracciate di sangue. 200 femmine di Oe. co-
lumbianum sono segno di una grave infestione. Per C. ovis, il dan-
no pit rilevante & invece causato dalle larve L5 e dai parassiti adul-
ti istofagi, che possono determinare un grave danneggiamento del-
la superficie della mucosa, che si presenta edematosa ed ispessita, si-
no a comportare non sottovalutabili perdite ematiche e plasmati-
che. Infine & necessario ricordare sempre a livello dell’intestino
crasso la presenza ulteriori di due nematodi, Trichuris ovis e Skrja-
binema ovis; mentre al primo viene attribuito un certo grado di pa-
togenicita esclusivamente nel caso di gravi infestioni, il secondo vie-
ne definito perlopiu apatogeno.

QUANTI NE ABBIAMO? - Parlare di diffusione delle parassitosi
sostenute dagli SGI negli ovini nel senso generale del termine po-
trebbe sembrare quasi inutile, in quanto esse accompagnano co-
stantemente gli animali di questa specie se il pascolo costituisce un
fattore presente in allevamento. Ambrosi (1995) riporta infatti un
coinvolgimento della totalita o quasi degli allevamenti con almeno
il 70-80% dei capi positivi! Tuttavia a seconda delle caratteristiche
climatico-ambientali e manageriali (tipo di allevamento e di ali-
mentazione), possono implicare situazioni diverse in grado di favo-
rire 0 meno l'intensita dell’infestione, la sua composizione in ter-
mini di specie parassitarie presenti e in ultima analisi la portata
zootecnica-economica del problema in azienda.

Paradossalmente, nonostante quindi la onnipresenza di questa pa-
rassitosi negli allevamenti estensivi e semi-intensivi, in Italia dati
precisi inerenti la sua epidemiologia risultano purtroppo incomple-
ti e scarsamente aggiornati! I dati rilevati a livello nazionale sull’e-
pidemiologia degli SGI negli ovini ottenuti con un campionamen-
to e una metodologia standardizzata che ha consentito di ricavarne
un quadro pitt 0 meno indicativo si pud desumere dall’esame degli
“Atti del Simposio Giasone” presentato in occasione del XIV Con-
gresso SIPAOC del 2000, in cui vengono riportati i risultati di di-
verse unita operative ottenuti su 245 allevamenti ovini monitorati
per un anno. Questa esperienza ha consentito di rilevare una posi-
tivita del 56% per SGI, del 15% per S. papillosus, del 14% per Ne-
matodirus spp. e del 2% per Trichuris spp., con differenze significa-
tive per gli SGI nell’ambito degli allevamenti delle diverse regioni,
variando da un minimo del 32% nelle Marche al 94% della Cam-
pania. I tassi di prevalenza nei vari prelievi attuati nell’arco dell’an-
no non si discostavano dalla media di tutti i prelievi, ma se questi
tassi venivano stratificati per le dimensione dell’allevamento si rile-
vava come questi fossero pitt elevati nelle piccole aziende rispetto
alle grosse. Si evidenziarono invece delle variazioni significative del

grado di emissione delle uova (upg) tra le regioni, ovviamente in re-
lazione alle evidenti variazioni climatiche, a conferma quindi che
delineare quadri validi per grandi aree territoriali ¢ praticamente
impossibile. Si pud quindi affermare che la varieta dei parametri
che possano influire sull’epidemiologia degli SGI negli ovini, im-
ponga per certi versi un’acquisizione mirata di questi quasi per ogni
singola realta/allevamento, attraverso un monitoraggio parassitolo-
gico costante, operazione questa purtroppo scarsamente diffusa nei
nostri allevamenti.

CONSIDERAZIONI - E evidente quindi come le azioni delle nu-
merose specie che si annoverano genericamente tra gli SGI dei pic-
coli ruminanti siano quanto mai complesse e variegate e in grado di
determinare importanti ripercussioni negative sulla salute e quindi
sui livelli produttivi degli animali colpiti. Questo, insieme alla loro
elevata diffusione soprattutto negli animali al pascolo, rende questi
parassiti particolarmente temibili, imponendone un controllo pro-
filattico-terapeutico praticamente continuo. In questo caso la cono-
scenza degli eventi fisiopatologici degli SGI rappresenta un fattore
indispensabile per comprendere i rapporti ospite-parassita utili per
la messa a punto di nuove tecniche diagnostiche e vaccinali, nonché
approcci pit razionali di tipo terapeutico. Tali conoscenze possono
essere inoltre adeguatamente “sfruttate” anche in un’ottica di edu-
cazione sanitaria pil incisiva da indirizzare agli allevatori come
strumento di ulteriore “convinzione” per favorire I'applicazione sul
campo delle routinarie misure di profilassi/terapia ottimali, anche
per prevenire i temuti e sempre pill diffusi fenomeni di AR in que-
sto importante comparto zootecnico nazionale.

1 Gastro-intestinal strongyles (nematodes) of sheep:

who they are, and what they cause
Key words: sheep, gastro-intestinal strongyles, pathogenesis, epi-
demiology.
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Infections with helminth parasites cause the most prevalent, clini-
cally most serious and economically most important of all conta-
gious diseases in small ruminants. Particularly parasitic nematodes
like the trichostrongyle species Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcincta or different Cooperia and Trichostrongylus species oc-
cur ubiquitously worldwide in sheep and goats which have access to
pasture. However, in many regions also trematode species like the
liverfluke Fasciola hepatica and cestodes residing in the gastro-in-
testinal tract like Monezia spp. are highly prevalent. The live cycle of
all the above mentioned worms includes the oral uptake of a larval
stage of the respective worm species with the grass on pasture, ei-
ther in the form of free living larval stages (e.g. in trichostrongyles)
or within intermediate hosts (e.g. Monezia spp.). Accordingly, ani-
mals which are housed all year like dairy sheep are usually not af-
fected by clinical disease through worm infections. In all other ani-
mals, to maintain animal health and productivity, effective worm
control is necessary. This is particularly the case wherever numer-
ous animals are kept together and the intensity of worm infection
may increase quickly at the beginning of the grazing season result-
ing in sometimes fatal infection intensities, namely in young flock
which are fully susceptible due to the lack of established resistance
to infection. In principle worm control should be based on proce-
dures minimizing the infection intensity (e.g. pasture hygiene and
management), parasite monitoring and metaphylactic anthelmintic
treatments, that is treatments at time points where the animals have
already become infected but have not been negatively affected yet.
However, on many if not most farms worm control is exclusively
based on anthelmintic treatments. The currently available an-
thelmintics belong to the following drug classes: macrocyclic lac-
tones (ML), benzimidazoles (BZ), tetrahydropyrimidines, imida-
zothiazoles and amino-acetonitrile-derivates. The compounds of
the drug classes are essentially all active against a broad range of
nematode species and the macrocylic lactones furthermore against
many arthropod parasites, while the benzimidazoles also affect
some flatworm species.

During the past years the effective worm control has been in-
creasingly threatened and in some regions, mostly concerning
countries of the Southern hemisphere, even considerably affected
by the event of anthelmintic resistance. This is most of all true for
trichostrongyle parasites but also F. hepatica has developed an-
thelmintic resistance in several countries. In parasitic nematodes it
is well established that the development of AR is a selectional
process during which by repeated use of anthemintics genetically
resistant individuals survive treatment and through their offspring
contribute to an increase in resistant alleles in the respective worm
population (Wolstenholme et al. 2004). Concerning the above men-
tioned drug classes the benzimidazoles are by far most often affect-
ed by AR with a prevalence of over 90% of the tested worm popu-
lations in some countries (Papadopoulos et al. 2012; Taylor et al.
2009). The imidazothiazoles and tetrahydropyrimidines, which
both act on the same drug target (i.e. the nicotinic acetyl-choline
receptor), are apparently still effective on most farms, however,

again in a UK study 40% of the examined farms were found to have
resistant worm populations (Taylor et al. 2009). A very recent study
provided data on the situation of AR in France, Greece and Italy on
10 sheep farms per country (Geurden et al. 2014). In this study a
faecal egg count reduction (FECR) post treatment (compared with
the pre treatment arithmetic mean faecal egg count) of less than
95% was regarded as indicative of resistance, if also the lower limit
of the 95% confidence interval was below 90%, while if only one of
the two conditions apply AR was suspected. Resistance or suspect-
ed resistance was recorded on all 18 farms where the BZ fenbenda-
zole (FBZ) has been tested. Noteworthy on the two Italian farms
tested the FECR was always 90% or higher, which was only the case
for one other (Greek) farm. Also for the imidazothiazole levamisole
(LEV) on all nine tested farms resistance or suspected resistance
was encountered. However, the effect of this drug was remarkably
higher compared to FBZ since on seven (including all Italian farms)
out of the nine farms the FECR was at least 90%. Finally, for both
MLs tested, i.e. ivermectin and moxidectin, in all but one (Greek) of
the 15 tested farms were highly effective with efficacies ranging be-
tween 98-100%. Accordingly, it can be concluded that AR is an im-
mediate threat for European small ruminant farming. Nevertheless,
it is also important to point out, that there are considerable differ-
ence with respect to the level of AR in different geographical re-
gions and thus farmers and veterinarians should evaluate the cur-
rent efficacy of the anthelmintics on the individual farm. Only then
the use of uneffective drug can be avoided while those drugs still ac-
tive should be used in an alternating pattern to reduce the process
of AR development which is mainly based on highly frequent use of
the same drug class.

The diagnosis of AR can be achieved either by in vivo testing, name-
ly by conducting a FECRT, as outlined above. This can be employed
for all drug classes and be performed by each veterinarian alone or
in collaboration with a laboratory which provides faecal egg count-
ing services. Since this procedure is somewhat labor and time con-
suming in vitro tests have been developed for some of the parasite
species and drug classes. However, these tests are currently only of-
fered by a few parasitological laboratories. Nevertheless, particular-
ly in countries where BZ efficacy is still comparatively high (like in
Italy) this diagnostic opportunity can give a meaningful and reli-
able assessment of the efficacy of BZ drugs in trichostrongyle para-
sites. Similarly, a molecular test has been developed which is also
highly recommendable since it allows an even more precise analysis
of BZ-resistance in the same parasites using parasite eggs isolated
from pooled faecal samples (Samson-Himmelstjerna et al. 2009).
The event of monepantel as the first marketed member of the
amino-acetonitril-derivatives and the first new mode of action drug
since the commercialization of the ML in the 1980s provides veteri-
narians and farmers with an urgently needed additional option for
effective worm control in times of increasing spread of resistance
against the established drug classes. However, as recent findings
from New Zealand demonstrate, AR can develop rather quickly al-
so against this drug class (Scott et al. 2014). Accordingly, approach-
es for a sustainable worm control are required and have been stud-
ied upon during the past years. A key factor in this context is the so
called refugium, which describes that part of the worm population
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which is not under selectional pressure and can for example be rep-
resented by the free living larval stages of trichostrongyles on pas-
ture. A large refugium is considered to reduce the AR selection
process, since the offspring of resistant treatment survivors are ef-
fectively diluted by large numbers of unselected/susceptible larvae
on pasture. Accordingly, refugium will be small in times of draught
when most larvae on pasture die and this correlates with high
prevalences of AR in regions with sever draught like in parts of Aus-
tralia. Refugium is maintained also when not all animals in a flock
receive anthelmintic treatment or if treatment frequencies are re-
duced and thus targeted (and/or) selective treatment approaches
(TST) are recommended (Cringoli et al. 2009; Kenyon et al. 2013).
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Gli strongili gastrointestinali (SGI) (Nematoda, Strongylida) sono
attualmente considerati i pitt importanti parassiti degli ovini sia per
la loro diffusione cosmopolita sia per il loro impatto sanitario ed
economico (Fleming et al., 2006). La salute ed il benessere degli ani-
mali risentono notevolmente delle infestazioni da SGI, i quali cau-
sano notevoli perdite economiche per gli allevatori. Negli alleva-
menti coinvolti si possono osservare casi di mortalita, ma soprat-
tutto riduzione delle performance produttive, quali un minore in-
cremento ponderale nei soggetti in accrescimento, una ridotta pro-
duzione lattea, una perdita quali-quantitativa della lana ed una ri-
duzione di fertilita dei riproduttori. Il controllo degli SGI si basa
sull’utilizzo di molecole antielmintiche appartenenti soprattutto a
tre classi: (pro)-benzimidazolici, imidazoli-tetraidropirimidine e
avermectine-milbemicine. Lutilizzo eccessivo ed improprio degli
antiparassitari ha causato, a partire dagli anni ’90, la comparsa del
fenomeno dell’antielmintico-resistenza (AR) in questi nematodi.
Attualmente, la resistenza ai farmaci antielmintici & diffusa a livello
mondiale e sta assumendo importanza sempre crescente anche alla
luce della possibilita che elmintofauna presente negli allevamenti
di pecore possa sviluppare una resistenza multipla alle molecole an-
tiparassitarie (MDR, “multidrug resistance”). Ad esempio, in Euro-
pa, il fenomeno del’AR ai benzomidazolici (BZs) & stato ampia-
mente descritto nel Regno Unito, in Grecia, in Norvegia, in Francia
e in Spagna (Chartier et al., 1998; Papadopoulos et al., 2012; Domke
et al.,2012; McMahon et al., 2013: Martinez-Valladares et al., 2013).
Sono stati segnalati casi di resistenza anche al levamisolo (LEV) e
all'ivermectina (IVM) in Norvegia, in Grecia, in Spagna e nel Regno
Unito (Domke et al., 2012; Papadopoulos et al., 2012; Martinez-Val-
ladares et al., 2013, McMahon et al., 2013) e, recentemente, alla
moxidectina (MOX) nel Regno Unito (Sargison et al., 2010).
Sebbene sia chiara 'importanza del fenomeno dell’AR nel control-
lo degli SGI dei ruminanti, esistono numerose problematiche anco-
ra poco chiare, come ad esempio quali specie di strongili siano mag-
giormente coinvolte, e quale sia entita della MDR nelle zone euro-
pee in cui l'allevamento ovino ¢ particolarmente sviluppato ed im-
portante, come 'ITtalia. Infatti, le strongilosi gastrointestinali sono
causate solitamente dalla contemporanea presenza di parassiti ap-
partenenti a pill generi e specie. Differenti studi effettuati in Euro-
pa hanno dimostrato come Teladorsagia spp., Trichostrongylus spp.
e Haemonchus spp. siano gli strongili maggiormente resistenti ai
trattamenti antiparassitari (Sargison et al., 2010; Chartier et al.,
1998; Papadopoulos et al., 2012).

In Italia gli studi effettuati per valutare la diffusione del fenomeno
dell’AR sono pochi. Una ricerca condotta nel 2007 nella regione La-
zio ha avuto lo scopo di valutare l'efficacia di febantel (FB), LEV,
IVM e MOX nel controllo degli SGI ovini. L'indagine ha riguarda-
to 150 pecore distribuite in 3 diversi allevamenti i cui animali pre-
sentavano un’emissione di uova per grammo di feci (UPG) pari o
superiore a 150, valutata mediante 'esecuzione di un esame copro-
microscopico quantitativo mediante tecnica di McMaster. In questo
studio gli animali sono stati allocati in 5 gruppi (4 di trattamento
con le molecole precedentemente citate ed uno di controllo) e trat-
tati in base al gruppo di appartenenza. Per tutti i soggetti 'esame

copromicroscopico delle feci ¢ stato ripetuto 14 giorni dopo il trat-
tamento al fine di valutarne Pefficacia mediante il “Fecal Egg Count
Reduction Test” (FECRT) espressa in termini percentuali, mentre le
medie di UPG degli animali di ciascun gruppo di trattamento sono
state comparate con quelle del gruppo di controllo in tutte le azien-
de (Coles et al., 1992, 2006). La presenza di una percentuale di ri-
duzione (R) <95% ¢ stata considerata indice di resistenza. I risulta-
ti dello studio hanno evidenziato resistenza al LEV (R=89%)) in tut-
ti gli allevamenti esaminati e allTVM (R=93%) in due aziende,
mentre per FB (R=96%) e MOX (R=100%) ¢ stata dimostrata effi-
cacia. Tutti i campioni risultati positivi dopo il trattamento sono
stati inoltre utilizzati per allestire delle coprocolture e per identifi-
care i nematodi presenti dopo il trattamento antiparassitario. Gli
animali trattati con LEV ed IVM sono risultati positivi per larve di
Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta e Trichostrongylus spp. in
tutte e tre le aziende, mentre le colture allestite a partire dai cam-
pioni fecali di ovini trattati con febantel sono risultate positive per
T. (O.) circumcincta in un singolo allevamento. I risultati di questo
studio hanno pertanto permesso di evidenziare per la prima volta
la presenza di riduzione dell’efficacia di alcuni antielmintici nei
confronti di popolazioni di T. (O.) circumcincta e Trichostrongylus
spp. presenti in Italia (Traversa et al., 2007). Poiché il management
delle aziende investigate appariva corretto, ¢ stato ipotizzato che la
resistenza riscontrata in queste aziende sia stata acquisita attraver-
so la movimentazione degli animali tra le diverse aziende oggetto
di studio, situate in un’area geografica ristretta, nonché attraverso
I'introduzione di nuovi soggetti provenienti da altre aziende della
stessa regione.

In uno studio pit recente, condotto nel 2011, & stata valuta I'effica-
cia di 4 formulazioni orali comunemente utilizzate in allevamenti
ovini italiani potenzialmente esposti al rischio di sviluppare feno-
meni di AR (Geurden et al., 2014). Dieci aziende agricole sono sta-
te selezionate nei comuni di Cosenza, Catanzaro, Padova, Isernia e
Foggia, al fine di valutare la situazione epidemiologica del Nord, del
Centro e del Sud della penisola. Lescrezione delle uova negli ani-
mali presenti in azienda ¢ stata valutata con una tecnica di McMa-
ster modificata con sensibilita di 50 UPG. L'identificazione delle lar-
ve ¢ stata eseguita, come descritto in precedenza, prima e dopo il
trattamento antiparassitario. Prima della raccolta dei campioni in-
dividuali di feci dagli animali allocati nello studio e dell’esecuzione
del FECRT, pool fecali sono stati esaminati a cadenza bisettimanale
per conoscere lo status parassitario degli animali nelle singole
aziende oggetto di studio. Ciascun pool era costituito da tre singole
defecazioni provenienti da altrettanti animali. Il gregge ¢ stato ar-
ruolato nello studio se il valore della FEC del pool era >200 UPG. In
particolare, per avere 50 animali positivi sui quali eseguire il tratta-
mento, da ogni azienda agricola sono stati selezionati almeno 100
animali sani, di etd superiore ai tre mesi, che utilizzassero lo stesso
pascolo. Successivamente sono stati raccolti ed analizzati campioni
di feci individuali da ciascun animale appartenente al gregge. In ca-
so di aziende con un numero maggiore di soggetti positivi, sono
stati arruolati i 50 soggetti con i valori di UPG pil elevati. Oltre ad
un gruppo di animali controllo (non trattato), nello studio sono
stati inclusi 4 gruppi di trattamento con altrettante molecole antiel-
mintiche disponibili in commercio: MOX (Cydectin® 0.1% solu-
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zione orale, Zoetis, 0.2 mg/kg), IVM (Oramec®, Merial, 0.2 mg/kg),
LEV (Toloxan®, A.T.I. Azienda Terapeutica Veterinaria S.r.l.) e un
benzimidazolico BZ), il fenbendazolo (FBZ) (Panacur®, MSD Ani-
mal Health, 5 mg/kg).

11 primo dato raccolto ¢ stato quello relativo al calcolo della media
aritmetica della percentuale di riduzione della FEC per uova di
strongili nel gruppo di controllo, sulla base dei dati di FEC ottenu-
ti al giorno +14. La presenza di fenomeni di AR nei gruppi di trat-
tamento & stata valutata secondo i criteri descritti da Coles et al.
(1992, 2006). In particolare la presenza di AR ¢ stata confermata
quando 1) la percentuale di riduzione della conta fecale era < 95%
e 2) 'intervallo di confidenza (CI) del 95% era inferiore al 90%. La
presenza di AR é stata considerata sospetta (SAR) quando solo uno
dei due fattori citati ¢ stato riscontrato. La media aritmetica della
FEC nel gruppo di controllo al giorno +14 post-trattamento e ri-
sultata essere compresa tra 95 e 1380 UPG nelle 10 aziende incluse
nello studio, e solo due delle aziende considerate presentavano va-
lori medi di UPG < 200 (95 e 170 UPG). Gli strongili maggiormen-
te presenti nelle coprocolture ottenute dai pool di feci degli animali
prima del trattamento e nel gruppo di controllo al giorno +14, so-
no risultati Teladorsagia sppe e Oesophagostomum/Chabertia spp.,
seguiti da Haemonchus spp. e, in un numero limitato di aziende, da
Cooperia spp. € Bunostomum spp.

Per quanto riguarda I'efficacia delle molecole utilizzate nello studio,
il LEV si e dimostrato efficace in 6 aziende, con valori di efficacia del
97-100%. Per quanto riguarda le restanti 4 aziende I'efficacia e ri-
sultata essere superiore al 90% circa, con un CI del 95% inferiore al
90%. In queste aziende, Teladorsagia spp. € risultato essere lo stron-
gilo maggiormente diffuso, con valori di infestazione del 90-100%
rispetto alle larve identificate nei gruppi di controllo e nei gruppi
pre-trattamento. Oesophagostomum/Chabertia spp. non ¢ stata ri-
scontrata in nessun caso dopo il trattamento.

Lefficacia del FBZ ¢ risultata del 98-100% in 8 delle 10 aziende. In
un’azienda e stata riscontrata un’efficacia > 95% per valori di CI del
95% inferiori al 90%, pertanto indicativi di SAR. Inoltre, in una del-
le aziende Defficacia ¢ risultata del < 95% per valori di CI del 95%
inferiori al 90% dimostrando, di fatto, la presenza di AR. A seguito
del trattamento con FBZ, nell’azienda IT06 la coprocoltura non ha
originato alcuna larva, mentre solo il genere Teladorsagia spp. € sta-
to riscontrato nell’azienda IT10. A seguito dello stesso trattamento,
non sono state riscontrate larve di Oesophagostomum/Chabertia
spp. e di Haemonchus spp. in nessuna delle coprocolture allestite,
nonostante questi strongili fossero presenti in numero elevato pri-
ma del trattamento antielmintico. MOX e IVM si sono dimostrate
pienamente efficaci.

I risultati evidenziano fenomeni di AR e/o SAR nei confronti di
LEV e FBZ in 4 e 2 aziende ripsettivamente. E interessante notare
che due aziende hanno presentato MDR verso BZs e LEV, sebbene
in una di queste (IT10) si sia trattato di una combinazione di SAR
(BZ) e di AR (LEV). 1l presente lavoro ha dimostrato che fenomeni
di AR nei confronti dei BZs e del LEV sono presenti nelle pecore in
Italia e che lefficacia della MOX e dell'TVM ¢ ancora conservata
nelle aziende selezionate per lo studio. Data la diffusione del’AR in

molti Paesi, soprattutto nei confronti di (pro-)BZs e LEV, & neces-
sario un uso piu consapevole delle classi di antielmintici disponibi-
li nelle pecore. Lutilizzo dei soli trattamenti farmacologici per il
controllo delle parassitosi negli ovini, negli ultimi decenni, ha con-
tribuito in modo significativo allo sviluppo di fenomeni di AR. Poi-
ché 'AR & un problema ormai riconosciuto a livello mondiale dal-
la comunita scientifica, e dato che un’inversione di tendenza di que-
sto fenomeno non sembra al momento possibile, dovrebbero esse-
re studiate e messe in atto strategie alternative per limitarne la dif-
fusione.

1 Anthelmintic resistance: what is reality?

Key words: sheep, strongyles, anthelmintic resistance, Italy.
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INTRODUZIONE - 11 gruppo degli “strongili gastrointestinali (SGI)”
comprende diversi generi di elminti, ampiamente diffusi nei picco-
li ruminanti al pascolo e responsabili di notevoli perdite produtti-
ve ed economiche (Cringoli et al. 2007, Rinaldi et al. 2007). In Ita-
lia, il controllo delle infezioni da SGI negli allevamenti ovini si ba-
sa quasi esclusivamente sulla somministrazione di farmaci antiel-
mintici che, tradizionalmente, vengono somministrati in vari pe-
riodi dell’anno a tutti gli animali in un gregge.

Diverse prove controllate di campo condotte nel sud Italia hanno
dimostrato che una strategia basata su due trattamenti all’anno
(Targeted Treatments - TT) nel periodo del peri-parto e durante la
lattazione ha migliorato la produzione di latte (dal 4% al 44%) in
ovini naturalmente parassitati da SGI (Cringoli et al., 2007, 2008).
In vista di una possibile insorgenza di antelmintico resistenza, fe-
nomeno molto diffuso nei ruminanti al pascolo di diversi Paesi del
mondo, un potenziale problema associato al trattamento dell’inte-
ro gregge (TT) ¢ dato dal fatto di non preservare una popolazione
di elminti in refugia.

Per questo motivo sono stati introdotti i Targeted Selective Treat-
ments (TST) dove solo i soggetti che necessitano del trattamento
(individuati in base ad indicatori parassitologici/ patofisiologici/
produttivi) vengono trattati (Cringoli et al. 2009; Kenyon ef al.,
2009).

Di seguito si riportano i risultati sulla efficacia produttiva di una
recente prova su protocolli di trattamento antielmintico basati su
strategie TT e TST.

MATERIALI E METODI - Nel periodo novembre 2011-agosto 2013,
sono state condotte 3 prove controllate di campo in altrettanti alle-
vamenti ovini della regione Campania (all. 1, 2, 3), naturalmente
parassitati da SGI.

Nell’allevamento 1, la prova ¢ stata finalizzata a valutare il beneficio
dei TT sulla produzione di latte e sull’'incremento ponderale degli
agnelli. Lo schema TT si ¢ basato su due trattamenti effettuati in re-
lazione al parto; il primo ¢ stato effettuato nel periodo del peri-par-
to, il secondo durante la lattazione. Per la prova sono stati selezio-
nati 60 ovini suddivisi in tre gruppi omogenei (20 animali ciascu-
no): gruppo MOX (moxidectina al primo trattamento e albendazo-
lo al secondo), gruppo NET (netobimin al primo trattamento e al-
bendazolo al secondo) e gruppo controllo non trattato. I 60 anima-
li sono stati controllati mensilmente coprologicamente ed & stata re-
gistrata la produzione di latte ogni 2 settimane per l'intero periodo
della lattazione; inoltre, & stato valutato il peso degli agnelli, nati
dalle pecore dei tre gruppi, una volta a settimana fino allo svezza-
mento.

Negli allevamenti 2 e 3 sono stati applicati schemi di TST, anche qui
con un primo trattamento nel periodo del peri-parto ed un secon-
do durante la lattazione, utilizzando i seguenti indicatori:
Allevamento 2: carica parassitaria (faecal egg count FEC) (confron-
tando gli schemi TST e TT;

Allevamento 3: FEC e produzione di latte.

Nell’allevamento 2, sono stati selezionati 60 ovini suddivisi in 3
gruppi omogenei di 20 animali ciascuno, assegnati at random ai se-
guenti gruppi: gruppo TST-FEC (trattando solo 1/3 degli animali,
con uova per grammo di feci (UPG) sopra la media del gruppo),
gruppo TT (tutti gli animali del gruppo sono stati trattati) e il grup-
po controllo (non trattato).

Nell’allevamento 3, sono stati selezionati 60 ovini suddivisi in 3
gruppi omogenei di 20 animali ciascuno, assegnati at random ai
seguenti gruppi: gruppo TST-FEC (solo 1/3 degli animali con
UPG sopra la media del gruppo sono stati trattati), gruppo
TST-LATTE (solo 1/3 degli animali con produzione di latte su-
periore alla media del gruppo sono stati trattati) e gruppo con-
trollo.

In tutti gli allevamenti, per ciascun animale sperimentale ¢ sta-
ta effettuata la FEC mediante FLOTAC (Cringoli et al., 2010)
mensilmente e la produzione di latte ¢ stata valutata ogni 2 set-
timane.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Da segnalare che nei 3 alle-
vamenti oggetto, oltre agli SGI, sono state riscontrate anche alte ca-
riche di Dicrocoelium dendriticum.

Nel primo allevamento i risultati hanno mostrato un significativo
aumento della produzione di latte nel gruppo MOX (+40%) e nel
gruppo NET (+38%) rispetto al gruppo controllo e un aumento
dell’incremento ponderale degli agnelli partoriti dalle pecore ap-
partenenti ai gruppi MOX (+ 25%) e NET (18%) rispetto a quelli
del gruppo controllo. Inoltre, le cariche parassitarie degli SGI, nei
due gruppi trattati, sono state basse durante il corso della prova ri-
spetto al gruppo controllo.

Nel secondo allevamento, le medie UPG nei gruppi TT e TST sono
risultate pit basse rispetto al gruppo controllo. Inoltre, si & registra-
to un aumento significativo della produzione di latte nel gruppo TT
(+42,3%) rispetto al gruppo controllo, mentre nel gruppo TST
l'aumento della produzione di latte (+16,1%) non & risultato signi-
ficativo.

Nel terzo allevamento, non sono state riscontrate differenze signifi-
cative tra le medie delle UPG degli SGI dei due gruppi TST e il
gruppo controllo durante il corso dello studio. Inoltre, la differenza
della produzione di latte fra i gruppi TST ed il gruppo controllo
non ¢ risultata statisticamente significativa, anche se c’¢ stato un lie-
ve aumento di produzione di latte come di seguito: gruppo TST-
FEC (+11,3%), gruppo TST-LATTE (+6,8%).

Laumento della produzione di latte, dell’incremento ponderale de-
gli agnelli e la riduzione della carica degli SGI degli animali trattati
forniscono una chiara evidenza che lo schema TT migliora le
performance produttive degli animali e riduce la contaminazione
degli SGI sui pascoli.

1 Evaluation of selective treatments (tt/tst) in sheep
naturally infected with gastrointestinal strongyles

Key words: TT/TST, sheep, gastrointestinal strongyles.
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INTRODUZIONE - Nella pratica aziendale dell’allevamento ovi-
no, ¢, in particolare, nella gestione sanitaria ed economica della pe-
cora da latte, i trattamenti antiparassitari rivestono un ruolo di pri-
maria importanza.

La pluralita dei principi attivi e delle formulazioni presenti sul mer-
cato richiede un’attenta selezione che consenta di ottenere il miglior
risultato possibile per 'economia dell’allevamento e la salute degli
animali.

In quest’ottica, Zoetis si impegna a promuovere un impiego razio-
nale del farmaco antiparassitario fornendo assistenza nella gestione
delle parassitosi nell’allevamento ovino.

DIAGNOSI - Lapproccio integrato alle parassitosi si basa innanzi-
tutto su una corretta diagnosi.

Nella pratica sono davvero rari i casi in cui ¢ effettuata una diagno-
si copromicroscopica prima di predisporre uno schema di tratta-
mento. Spesso, infatti, per compensare le mancanze di carattere dia-
gnostico, la scelta di un antiparassitario si indirizza verso molecole
con ampio spettro d’azione.

11 campione di feci, eseguito attraverso tecniche diagnostiche sem-
pre pil sensibili - ne ¢ un esempio, la tecnica FLOTAC (Cringoli et
al., 2009) - consente di ottenere informazioni di carattere quali-
quantitativo di notevole importanza per la scelta del farmaco piu
idoneo da impiegare per il trattamento.

Un altro aspetto da prendere in considerazione ¢ la verifica dell’ef-
ficacia del trattamento antiparassitario. E sufficiente campionare
nuovamente il gregge a distanza di 14-20 giorni per valutare la cor-
rettezza ed efficacia dell’intervento effettuato.

11 referto dell’esame copromicroscopico costituisce, pertanto, un
importante e imprescindibile documento, e la base di partenza per
gli interventi antiparassitari, i quali, tuttavia, si giustificano soltan-
to se inseriti all’interno di un programma integrato di controllo
delle parassitosi.

TRATTAMENTI - In allevamento, la frequente contemporanea
presenza di animali a diverso stadio produttivo (le rimonte, le pe-
core in asciutta e le pecore in lattazione), impone una gestione pitt
accurata dei trattamenti.

Questa condizione consente, per esempio, I'impiego di molecole
con meccanismi di azione diversi, permettendo cosi anche un turn-
over di gruppi antiparassitari, applicando la cosiddetta ‘rotazione
delle molecole’.

Nel gregge, la presenza di soggetti a stadi fisiologici diversi, permet-
te inoltre di sfruttare al meglio le potenzialita delle molecole anti-
parassitarie. Un esempio in questo senso, ¢ fornito dalla moxidecti-
na (Moxidectin® in formulazione orale), lattone macrociclico da
impiegare in prossimita del parto, in quanto in grado di controlla-

re il fenomeno del peri-parturient rise (Taylor et al., 1997), e, per-

tanto, incidere positivamente sulla produzione di latte (Cringoli et

al,, 2009.), 'incremento ponderale degli agnelli e, in generale, un
miglioramento delle performance degli animali.

Questa situazione di “gregge nel gregge” ci permette di program-

mare i trattamenti antiparassitari anche temporalmente, ad esem-

pio nei mesi pil freddi quando si registra una maggiore produzio-
ne di uova da parte di Dicrocoelium dendriticum, oppure nei mesi
estivi per il controllo di Oestrus ovis.

CONCLUSIONI - 11 controllo delle parassitosi nell’allevamento

della pecora da latte richiede una strategia solo apparentemente

semplice. Le buone pratiche per la corretta gestione delle parassito-
si possono sintetizzarsi nel seguente decalogo, semplici “regole”, ma
assolutamente propedeutiche per il successo terapeutico:

1) Eseguire un corretto esame COpro-microscopico;

2) Scegliere il farmaco di elezione sulla base delle specie di paras-
siti identificati;

3) Far digiunare gli animali per un breve periodo, prima del trat-
tamento;

4) Assicurarsi che il farmaco non sia scaduto, alterato nel colore e
nella composizione;

5) Stimare correttamente il peso degli animali, in modo da som-
ministrare la dose adeguata, scegliendo, come riferimento, ’a-
nimale pil pesante;

6) Agitare con una certa frequenza le confezioni dei farmaci in so-

spensione;

) Tarare accuratamente i dosatori per le somministrazioni orali;

) Somministrare con cura il farmaco;

9) Rispettare i tempi di sospensione del farmaco;

10) Effettuare un controllo coprologico 14-20 giorni dopo il tratta-
mento.

1 Integrated zoetis approach to the control
of ovine parasites

Key words: ovine, parasites, diagnosis, antiparasitic treatment.
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Introduction and mission of EFSA - The main mission of the
European Food Safety Authority (EFSA) is to provide scientific and
technical advice for the future community legislation and policies
in all fields which have a direct or indirect impact on food and feed
safety, including animal health and welfare, plant health and nutri-
tion in general (EC, 2002). Regulation 178/2002 also establishes
that EFSA should provide comprehensive independent scientific
view of the safety and other aspects of the whole food and feed sup-
ply chains. EFSA provides objective and independent science-based
advice on all matters within its remit and shall also provide inde-
pendent information on all matters and communicate on risks.
EFSA can be requested by the different European Commission serv-
ices, but also by the European Parliament, EU Members States or by
EFSA itself as a self-mandate to provide a scientific assessment fol-
lowing, whenever possible, a risk assessment (RA) approach. This is
in line with the sanitary and phytosanitary (SPS) agreement of the
World Trade Organisation (WTO, 1995), which establishes that SPS
measures should be based on a RA approach taking into account all
available scientific evidence.

When EFSA receives a request to provide scientific advice a work-
ing group is set up. The working group is composed by experts on
the specific issue and a risk assessor in charge of defining the risk
pathways and the RA methodology. Through different meetings,
the working group collects all available scientific data and informa-
tion on the issue, performs the RA when pertinent and possible,
and draft conclusions and recommendations. The process results in
a draft scientific opinion, which is finally discussed, reviewed and
adopted by a permanent Panel of experts. In agreement with EFSA’s
policy on transparency, all scientific documents are published in the
EFSA’s web site (www.efsa.europa.eu).

EFSA’s Animal Health and Animal Welfare (AHAW) Panel provides
specific advice on risk factors related to animal diseases and welfare,
mainly of food producing animals, including fish. Possible interac-
tions and implications for animal health and food safety are con-
sidered when relevant, in the animal welfare scientific opinions, in-
volving other areas of expertise such as biohazards, contaminants
or plant health. Animal welfare aspects are also considered in the
scientific opinions on animal health (e.g. AI, FMD). The final aim
of the scientific assessments on animal welfare is to support animal
welfare EU legislation based on available scientific evidence. Many
examples illustrate how EFSA’s scientific opinions are considered
when legislative measures are proposed by the European Commis-
sion.

The objective of this paper is to review the work done by the Ani-
mal Health and Animal Welfare Panel of EFSA on the provision of
scientific advice on the welfare aspects of food producing animals,
the interaction between animal welfare, animal disease and food
safety and the impact of these scientific assessments on the EU reg-
ulatory framework.

EU animal welfare framework - The EU strategy for protection
and welfare of animals 2012-2015 (EC, 2012), proposes action lines
and initiatives for the next four years considering the scientific ad-
vances and the lessons learned through the previous Action Plan

2006-2010 (EC, 2006). The new strategy is based on two comple-
mentary approaches: a proposal for a comprehensive animal wel-
fare law and the reinforcement of current actions.

1. Simplified legal framework for animal welfare. 1t would con-
sider:

a) The use of scientific outcome-based animal welfare indica-
tors as a mean to simplify the legal framework (introduced in
Directive 2007/43 on the protection of chickens kept for meat
production and Regulation 1099/2009 on the protection of
animals at the time of killing). The criteria developed by the
Welfare Quality” project and the EFSA opinions on animal-
based welfare indicators shall be taken into account.

b) To increase transparency and adequacy of information on
animal welfare to consumers for their purchase choice,

¢) Establishment of a European network of reference centres, to
ensure coherent and uniform technical information on the
implementation of the EU legislation. Its role should com-
plement and not duplicate the role of EFSA and the activity
of the Joint Research Centre of the EU. The network shall
support with technical expertise, training courses, dissemina-
tion of research findings and technical innovations and coor-
dination of research.

b) Creation of common requirements for competence of per-
sonnel handling animals to ensure their ability to identify,
prevent or limit animals’ pain, suffering and distress.

2. Reinforcement of Commission current actions:

a) Develop tools to strengthen Member States’ compliance:
FVO inspections, education strategy, training of veterinary
inspectors, advising competent authorities and development
of guidelines for the implementation of EU legislation.

b) Support international cooperation: include animal welfare in
bilateral trade agreements, collaboration with FAO and OIE,
organization of international events to promote animal wel-
fare, etc.

¢) Provide consumers and public with appropriate information
to raise awareness.

d) Optimise synergies with the Common Agriculture Policy in
particular through cross-compliance, rural development,
promotional measures, quality policy, organic farming, etc.

e) Investigate the welfare of farmed fish as no specific welfare
rules for the transport and the killing of fish exist yet.

EFSA scientific activities on animal welfare - 1. Develop-
ment of Scientific Opinions - Within the 10 Scientific Panels of
EFSA, the Animal Health and Welfare (AHAW) Panel provides spe-
cific scientific advice on risk factors related to animal diseases and
welfare, primarily of food producing animals, including fish. In the
case of animal welfare, it is important to stress that, in agreement
with Regulation 178/2002 (EC, 2002), ethical, socio-economic, cul-
tural and religious aspects are outside the scope of the EFSA’s remit.
Only risk managers (European Commission) deal with legitimate
and legal factors, including social, economic, traditional, ethical
and environmental factors. EFSA’s animal welfare scientific opin-
ions shall focus on helping risk managers to identify methods to re-
duce unnecessary pain, distress and suffering of animals and to in-
crease welfare, where possible.
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Scientific opinions have been focused, among others, on pig wel-
fare (n=5), fish welfare (n=5) including stunning and killing of fish
species (n=7), dairy cows (n=5), stunning and killing of other an-
imal species (n=4), animal transport (n=2), beef cattle and calves’
welfare, sheep and goats, rabbits, laying hens, genetic selection of
broilers, etc. In addition to the welfare of food producing animals,
animal welfare aspects were requested to be considered on issues,
such as, animal diseases (i.e. avian influenza and its vaccines),
stunning and killing of seals, welfare of laboratory animals, har-
vesting feathers from live geese and import of wild birds into the
EU. It is important to point out that the European Commission
when committing an animal welfare mandate, requests to take in-
to account where relevant, animal disease and food safety aspects
(Rib6 et al., 2009).

Each scientific opinion has been addressed by a working group of
on average 7-8 ad hoc experts, chaired by one member of the
AHAW Panel and administratively and scientifically supported by
EFSA AHAW staff. During the preparation of the scientific opin-
ions, collaboration with other European Agencies has been estab-
lished, such as the European Medicines Agency - EMA (e.g. fish wel-
fare), or the European Centre for Disease control - ECDC (e.g.
avian influenza). Furthermore, observers from the World organisa-
tion for animal health (OIE), and the World Organisation for Food
and Agriculture (FAO) have been accepted. This will facilitate an
adequate exchange of information and promote networking be-
tween EFSA and these organizations in order to avoid duplication
of efforts and improve efficiency and validity of the data for risk as-
sessment purposes (Serratosa and Ribd, 2009).

The AHAW Panel is composed by 21 independent scientific experts
from which, approximately one third are experts on animal welfare
issues, one third on animal diseases and one third in animal health
and welfare horizontal issues related to risk assessment methodolo-
gies, epidemiology and modelling. The panel is responsible for all
adopted scientific opinion and receives the full support of the staff
of the AHAW Unit.

The AHAW Panel has delivered during the period 2003-2013, 109
scientific opinions on a variety of animal diseases (n=60) and wel-
fare (n=49) issues (Fig. 1). Other EFSA panels and units have also
been involved in the delivery of opinions related to animal health
and welfare (i.e. biological hazards, feed additives, contaminants,
ZOONosis).

2. Guidance on risk assessment for animal welfare - The main
role of EFSA on animal welfare is to provide assessments and ad-
dress animal welfare issues from a scientific point of view. Risk as-
sessment (RA) methodology has been commonly used to describe
and quantify the risks of introduction of infections, toxi-infections
or residues of veterinary medicines or risks resulting from the im-
port of live animals and their products in the animal food chain, for
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Figure 1 - Scientific opinions on animal health and animal welfare
(2004-2013).

which international guidelines (WHO, OIE) have been followed
(Miiller-Graf et al., 2008).

The EFSA RA approach in animal welfare has significantly evolved.
In the first scientific opinions the RA was limited to the listing of
hazards which may compromise animal welfare and the definition
of risk pathways. Further developments included the estimation of
the magnitude of the adverse effects (depending on their severity
and duration) associated with the presence of the hazard and the
probability of its occurrence in a specific animal population, which
allowed the calculation of a risk estimate. Due to the limited
amount of quantitative data on the adverse effects of hazards on an-
imal welfare, a qualitative or semi-quantitative risk assessment has
been developed mainly based on expert opinion. In the five scien-
tific opinions on dairy cow welfare, conclusions and recommenda-
tions were based on the data presented in the scientific report and
the outcomes of the semi-quantitative RA approach (Rib6 and Ser-
ratosa, 2009).

The used animal welfare RA approach does not give a precise nu-
merical estimate of the risk attributed to certain hazards but it helps
to identify major risks affecting each animal category. In addition,
risk factors may be ranked within a certain animal population,
which allows identifying priority areas of intervention (risk man-
agement) and issues that need to be further clarified through future
research (recommendations for future research) (Miiller-Graf, et
al., 2008).

One of the main conclusions of the EFSA Scientific Colloquium on
the principles of risk assessment of food producing animals (De-
cember 2005) was that although different approaches exist for risk
assessment related to food microbiological and animal health is-
sues, “no specific standardized methodology exists in the field of the
Animal Welfare Risk Assessment”. The colloquium recommended
that EFSA should consider developing guidelines in this area and
that it would be worthwhile to set up a working group to further in-
vestigate methodologies for risk assessment of animal welfare.
Considering the recommendations from the EFSA Scientific Collo-
quium, the different RA approaches followed by the experts in-
volved in animal welfare and that no specific international guide-
lines on risk assessment for animal welfare had been developed, EF-
SA launched in 2007 a self-mandate for the development of an EF-
SA Guidance on risk assessment for animal welfare. The aim of the
guidance was to provide a comprehensive harmonised methodolo-
gy to evaluate risks in animal welfare, taking into consideration the
various procedures, management and housing systems and the dif-
ferent animal welfare issues, with reference to the methodologies
followed in the previous EFSA Scientific Opinions. The EFSA Guid-
ance for the risk assessment of animal welfare, published in January
2012, gives to scientists, veterinarians and all those with an interest
in animal welfare a practical, harmonised methodology to assess
risks associated with the welfare of animals.

3. Measurable animal-based indicators to assess animal wel-
fare - The use of animal-based measures to assess animal welfare is
relatively new. Measurable animal welfare indicators shall reinforce
the scientific basis of EU regulation in this field. In 2006, EFSA was
requested by the European Commission to include measurable wel-
fare indicators, whenever possible, in the conclusions and recom-
mendations of the future scientific opinions on animal welfare. In
2011, EFSA was also requested to identify how animal based meas-
ures could be used to ensure the fulfilment of the recommendations
of the EFSA scientific opinions on animal welfare and how the as-
sessment protocols suggested by the Welfare Quality” project cover
the main hazards identified in EFSA scientific opinions and vice-
versa. Additionally, possible relevant animal welfare issues which
cannot be assessed using animal based measures and the main fac-
tors in the various husbandry systems which have been scientifical-
ly proven to have negative effects on the welfare of the animals
should be identified and listed (Rib6é and Blokhuis, 2012).

As a result, in 2012 three scientific opinions on the use of animal
based measures to assess the welfare of pigs, cows and broilers were
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published. The work continued to cover all farm species. A state-
ment on the use of animal-based measures to assess animal welfare,
establishing a common framework for future scientific opinions
was also published in 2012.

The outcomes of the risk assessment methodology together with
the identification of welfare indicators will allow the establishment
and implementation of welfare control and monitoring plans at
farm level and detection of poor welfare situations. Future legisla-
tive provisions based on appropriate scientific evidence should in-
clude animal-based welfare indicators or assessment systems, which
will support decision-making on the acceptable conditions for
farmed animals and will be used to underpin control and monitor-
ing of animal welfare at farm level.

Correlation between animal welfare, animal disease and
food safety - The concept of animal health covers not only the dis-
eases of animals, but also the critical relationship between animal
welfare and animal disease, as well as its relevance to public health.
Diseases usually decrease the welfare of animals; for example, stress
may increase susceptibility to infections, which in turn may lead to
illness on animals or increased shedding of pathogens and contam-
inants into the food chain. Disease may also have an impact on
trade (e.g. Bluetongue) or include a zoonotic aspect, being relevant
to public health. Several examples illustrate how animal welfare
measures may increases the risk of disease, i.e. outdoor farming sys-
tems improve animal welfare but they may also increase the expo-
sure of animals to certain biological hazards (Husu-Kallio, 2008;
Rib6 et al., 2009). Table 1 shows some examples of the interactions
between animal welfare, animal disease and food safety.

For example, when considering the welfare aspects of various sys-
tems of keeping laying hens, it was concluded that non-cage sys-
tems will improve their welfare. However, the risk of egg contami-
nation with Salmonella spp. might be increased because greater ex-
posure of layers and their eggs to environmental contamination.

possible role of the migratory birds in the spread of highly patho-
genic avian influenza (HPAI) was assessed during the Al crisis in
2006. The main biosecurity measure was to confine all birds in-
doors and thus, welfare was probably impaired. However, the risk of
exposure to avian influenza or any other contagious diseases was
dramatically decreased and mortality drastically reduced.

Several examples of interactions between animal welfare and risk of
disease are found in the scientific opinions on the welfare of pigs.
Floor types leading to bad urine drainage and to insufficient faeces
removal increase the risk of infections, especially those leading to
enteric disorders in pigs. Frequently added straw as bedding mate-
rial might act as vehicle of diseases such as Foot and Mouth Disease
(FMD) or Aujeszky’s disease. As in poultry, keeping the pigs out-
doors with possible contact with the wild fauna, mainly wild boars,
is believed to be a source of Brucellosis in domestic pigs.

The “penetrating captive bolt” stunning system in ruminants has
been recognised as one of the most appropriate systems in terms on
animal welfare, when properly applied. However, the potential dis-
semination of central nervous system emboli into edible tissues
with consequent exposure of humans to BSE can not be excluded,
which may impair food safety.

Considering the role of EFSA on assessing animal welfare and the
interactions between animal health, animal welfare and food safety,
it can be stated that when assessing animal welfare, it is important
to consider factors with possible incidence on animal diseases and
food safety. The consideration of this interaction shall help the de-
velopment of right animal welfare control and monitoring plans at
farm level (Rib¢ et al., 2009).

Impact of the animal welfare scientific assessments on the
EU policy - Science based conclusions and recommendations are
used to justify management measures and therefore, EFSA scientif-
ic opinions have an impact on the legislative tasks of the European
Commission. Some examples illustrate how EFSA’s scientific opin-

Tabella 1 - Example of interaction among animal welfare, animal health and food safety from EFSA Scientific opinions (Serratosa and Ribg,

Shipping fever (Pasteurella spp, BRSY,
IBR, E. Coli and Salmonella spp)

Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI)

Vehicle of FMD or Aujesky disease.
Spread of FMD, Vesicular Stomatitis.

Wildlife pathogens (i.e. Toxoplasma,

2009).
Specie Animal Welfare Issue Impact on Animal Disease
Cattle Related stress in transport
All species Mixing animals from different Spread of infectious diseases
sources at staging points (e.g. E. Coli, Salmonella)
Ruminants Stunning method: Penetrative Not applicable
Captive bolt for stunning
Laying hens Non-cage systems Risk of egg contamination
with S. Enteritidis
Poultry Outdoor systems
Calves Stress, large groups, space Increased suscepitibility,
allowance, mixing from different cross-contamination,
sources, restocking pathogens spread
Pig Bedding materials (e.g. straw).
Floor types (e.g. floors causing
abrasion to feet or snout)
Pig Outdoor systems
Salmonella, Brucella)
Dairy cow Extensive systems — pasture

(reduced lameness, fertility and
metabolic problems, etc.)

Exposure to weather elements, flies
and access to toxic plants.

High disease impact (i.e. anthrax,
bluetongue, leptospirosis,
echinococcosis, FMD, Q-fever,
anaplasmosis, babesiosis

and liver fluke)

Impact on Food Safety

Meat contamination with Salmonella

Meat contamination with
E. Coli and Salmonella spp.

Dissemination of contaminated
nervous tissue into edible parts
Risk of BSE/CJD

Egg contamination with Salmonella

HPAI in humans

Risk of foodborne pathogen
contamination (i.e. Salmonella)

Foodborne pathogens
Risk of Toxoplasmosis,
Salmonellosis and Brucellosis

Foodborne pathogens
Microbial contamination of milk
products.
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ions have been taken into consideration when legislative measures
are proposed.

The EFSA opinion on the animal health and welfare risks associat-
ed with the import of wild birds other than poultry into the Euro-
pean Union was adopted in October 2006. Following the recom-
mendations of the scientific opinion, the European Commission
adopted in November 2006 a Commission Decision which, in sum-
mary, permanently bans the import of “pet birds” and wild caught
birds and allows the import of captive-bred birds only from autho-
rised countries.

The AHAW Panel adopted in 2004 and 2006 two scientific opinions
on the welfare aspects of the main systems of stunning and killing.
The opinions addressed the stunning and killing of most species
kept for farming purposes and focused on the welfare at the point
of application. Killing of animals without stunning and stunning
and killing methods for disease control were also considered. Regu-
lation (EC) No 1099/2009 on the protection of animals at the time
of killing mentions the scientific advice given by EFSA and states
that fish species are not included in the Regulation, as further sci-
entific assessments on farmed fish are needed.

Answering a Commission mandate on the welfare aspects of the
stunning and killing of farmed fish, seven scientific opinions con-
sidering different fish species (Atlantic salmon, rainbow, sea-
bass/sea-bream, carp, eels, turbot and tuna) were adopted by the
AHAW Panel in 2009.

Following a request from the European Commission, the AHAW
Panel adopted in December 2007 the scientific opinion on the ani-
mal welfare aspects of the killing and skinning of seals. Conse-
quently, Regulation (EC) No 1007/2009 on the trade of seal prod-
ucts allows placing seal products on the market only when they
come from traditional hunts conducted by Inuit people, when the
trade is of occasional nature and not for commercial reasons and
when it is from the sustainable management of marine resources in
a non-profit basis.
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INTRODUCTION - Different factors can affect sheep welfare in-
cluding physical environment, resources available to the animal
(space allowance, housing conditions, floor type, etc.) and the man-
agement practices used on farm (weaning age, whether or not ani-
mals are routinely subjected to mutilations, feeding strategies, etc.).
These factors can also interact with each other, thus changing the
way they affect sheep welfare (Dwyer, 2008). As shown in Fig. 1, the
animals can respond to them either negatively (adverse effects) or
positively (benefits). However, the approach followed in the devel-
opment of a monitoring scheme of animal welfare at farm level is
opposite to the logical sequence of events described above. The first
step, in fact, is the identification of a number of different variables,
which should be indicative of the effects or consequences of farm-
ing (environmental/resource and management factors) on the ani-
mals. For this reason such variables are often called indicators. The
indicators to be included in a scheme of on-farm assessment of an-
imal welfare should be valid (meaningful with respect to animal
welfare), reliable (reflecting the tendency to give the same results on
repeated measurements) and feasible in terms of time and financial
requirements (Keeling, 2009).

An approach closer to the logical sequence of events is generally
used in risk assessment studies where the factors potentially causing
poor welfare (called hazards) are identified first then the corre-
sponding welfare consequences on animals are estimated (EFSA
Panel on Animal Health and Welfare, 2012a). Appropriate resource
and management measures can be used to characterise risk factors,
whereas animal-based measures can be used to assess the conse-
quences on the animals.

Whatever approach is used, animal welfare assessment is needed
to pursue one or more of the following aims: as advisory tool by
farmers, as tool to verify compliance with legislation or regulato-
ry standards and as a component of quality assurance schemes for
consumers (Fraser, 2008). However, the primary purpose of any
assessments should be the continuous improvement of the welfare
state of the animals.

Therefore, in the present study the main welfare assessment ap-
proaches are briefly examined and critically reviewed in relation
with their potential for sheep welfare improvement.

Farming Factors

Animal

Positive or Negative Consequences

Figure 1 - Logical sequence of events affecting animal welfare.

Regulation
Check list
Farming Factors =y Compliance
Animal

|

Consequences

Figure 2 - Role and possible effects of legal requirements (empty
arrows indicate unverified relationships).

REGULATIONS - Based on documented scientific opinions a
number of different European Regulations has been issued con-
cerning animal welfare. Although no specific roles have been pro-
duced for sheep, the Commission Decision 2006/778/EC (Commis-
sion of the European Communities, 2006) reports that inspections
of animals kept for farming purposes should not only cover re-
quirements laid down in specific acts but also general welfare re-
quirements as laid down in Directive 98/58/EC and covering all
farmed species (Council of the European Union, 1998). The collec-
tion of information during inspections is carried out by the com-
petent authority and performed using a checklist as defined by the
Annexes to the Directive. The main aspects under control are:
Staffing, Inspection, Record keeping, Freedom of movement, Build-
ings and Shelter, Feed and Water, Mutilations, Breeding procedures.
The aim of this kind of assessment is the registration of compli-
ances and non-compliances and the reporting of such information
to the Commission. An improvement of the welfare state of the an-
imals may be hypothesized only in those farms were non-compli-
ances are recorded and the competent authority impose the farmer
to drive farming practices within the regulation standards, whereas
no improvements can be hypothesized for those farms where no
non-compliances were found (Fig. 2).

WELFARE STANDARDS - Welfare Standards are additional to
any statutory legal requirements and represent a simple and
straightforward tool for quality assurance. One of the most famous
standards used in the United Kingdom is Freedom Food, a wholly
owned subside of the Royal Society for the Prevention of Cruelty
against Animals, formed to implement these standards. Based on
satisfactory inspection farmers, transporters, slaughterers, proces-
sors and retailers may subscribe to the standards and use the Free-
dom Food trademark. All participants are regularly visited and
evaluated by Freedom Food Ltd. A charge is imposed to cover in-
spection, administration and marketing costs. These standards are
based on the five freedoms (hence the name of the trademark) as
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Figure 3 - Role and possible effects of voluntary standards (empty
arrows indicate unverified relationships).

defined by the Farm Animal Welfare Council (FAWC, 1994). These
freedoms provide a framework for the setting of the standards con-
sidered as necessary to provide an adequate level of animal welfare.
Within the specific protocol for sheep a number of different aspects
are taken into account concerning the following main areas: Food
and water (e.g. grazing, drinking space), Environment (e.g. space
allowance, floor), Management (e.g, shearing, use of sheep dogs),
Health (e.g. health plan, parasitic infestations), Transport (e.g. han-
dling during loading/unloading, casualty animals), Slaughter (e.g.
stunning method, sticking procedure). In UK another example of
standards specific for sheep has been issued by the trademark Red
Tractor, less restrictive than Freedom Food and close to legal re-
quirements. Within this trademark routine visits at 18-month in-
tervals are performed. Some of the regulated aspects are Animal
Health, Animal Medicine, Feed and Water, Vermin Control, Hous-
ing, Casualties and Transport. A third trademark is also available in
UK: Soil Association is more stringent than Freedom Food and it is
required for organic certification in UK. Some of the regulated as-
pects are Management practices, Housing, Feeding, etc. Examples
of animal welfare standards in USA are those issued for sheep with-
in the Animal Welfare Approved trademark, which take account of
the following aspects: Breed, Health Management, Animal Manage-
ment, Pasture Access, Housing and Shelter, Protection from preda-
tors and Control of rats and mice, Transport and Slaughter. Certi-
fied Humane is another example of American standards for sheep
which focuses on Feed and Water, Environment, Management,
Health, Transportation and Slaughter aspects.

Although ensuring basic resources to promote the welfare of the
animals, a limit of any standards is that they are unable to produce
a satisfactory assessment of the welfare state of the animals and,
provided that predetermined requisites, as stated by the standards,
are fulfilled, the process can receive the quality assurance label, in-
dependently by the real conditions of the animals. A possible im-
provement of the animal welfare may be achieved in farms willing
to gain the access to the trademark, thus motivated to ameliorate
the farming factors unable to fulfil the requirements as set by the
standards (Fig. 3), whereas no improvements have been observed in
certified farms (Main et al., 2003).

MONITORING SCHEMES - Monitoring systems rely either on
resource measures, which comprise structural and technical ele-
ments (space allowance, feeding facilities, etc.), the quality of hu-
man-animal relationship and management-related factors (hygien-
ic and climatic conditions and routine farming practices), or on an-
imal-based variables, dealing with behaviour, health and physiolo-
gy of the animals, or on a combination of resource and animal-
based indicators to obtain a valid assessment of animal welfare. Al-

though numerous studies have assessed the effect of management
stressors on sheep welfare, monitoring schemes for assessing small
ruminant welfare at farm level have been lacking until few years
ago. Due to this lack a protocol scientifically validated for cattle, the
Animal Needs Index (ANI) 35 L 2000 (Bartussek et al., 2000) was
adapted to sheep by Napolitano et al. (2009). The protocol proved
to be feasible (the mean time needed to perform welfare assessment
was 85 min per farm and no sophisticated equipment was necessary
in both time-consuming and economical terms) and reliable, as the
inter-observer reliability of the scores was high. As the ANI is a sys-
tem mainly based on resource variables, several animal-based vari-
ables were tested for possible inclusion in the protocol. Avoidance
distance showed high levels of convergent and scientific validity and
intra-observer reliability (as defined by Waiblinger et al., 2006).
Lameness, integument alterations and body condition score were
not tested for validity, but showed excellent intra-observer reliabil-
ity (Napolitano et al., 2011), whereas good inter-observer reliabili-
ty was noted for integument alteration, hoof overgrowth, lameness
and dirtiness (Napolitano et al., 2009). Similarly, Phythian et al.
(2012) observed high levels of inter-observer reliability for the as-
sessment of group lameness and cleanliness of the breech area,
whereas excellent intra-observer reliability was found for lameness,
cleanliness of the breech area, demeanour and wool loss. In anoth-
er study Phythian et al. (2013) showed that two groups of assessors
reached high levels of inter-observer reliability using a list of 12 pre-
determined behavioural descriptors specifically developed for
sheep, thus indicating the suitability of qualitative behaviour as-
sessment for the evaluation of positive emotional state at farm lev-
el. The indicators to be used in the development of a monitoring
scheme specific for sheep were previously selected on the basis of a
preliminary study using pre-meeting consultation and focus group
discussions (Phythian et al., 2011). An expert panel meeting was
used to identify the main welfare issues in sheep farming. Subse-
quently, the expert panel was asked to identify indicators of sheep
welfare linked to the suggested welfare issues within the five free-
doms framework (FAWC, 1994). This approach allowed achieving
consensual validity to a list of potential indicators of sheep welfare.
More recently Giuliotti et al. (2013) used a monitoring protocol
specifically developed by the Research Centre on Animal Pro-
duction (CRPA, Reggio Emilia, Italy) for dairy sheep (https://
agri.regione.emilia-romagna.it/IBA/elenco_questionari.do). The
protocol mainly includes resource variables concerning Manage-
ment and Personnel, Farming and Housing, Environmental con-
trol, Feed and Water, Health and Behaviour. Although not yet vali-
dated, the protocol has been used in the rural development pro-
gramme of Tuscany region for the payments concerning a specific
measure on animal welfare.

Within the VII Framework Program the EU financed the project
AWIN (Animal Welfare Indicators). The overall research objectives
of the AWIN project are being pursued through four work-pack-
ages (WP1 = development of animal welfare protocols, WP2 =
study of the impact of pain and disease on animal welfare, WP3 =
study of the effects of pre-natal factors on the development and
welfare of the offspring, WP4 = promotion of research and educa-
tion in animal welfare). These objectives focus on species that, al-
though commercially relevant worldwide, have so far been over-
looked in animal welfare assessments. These species are sheep,
goats, horses, donkeys and turkeys. As to sheep, the project is or-
ganised in a 4 stage process for the development of the indicators:
Stage 1 = literature review and expert panel meeting to decide on
candidate indicators (performed in 2011); Stage 2 = testing select-
ed indicators for validity, reliability, feasibility etc. (lasting 2 years,
ending November 2013, the data analyses are still in progress); Stage
3 = testing the prototype protocol on commercial farms as built fol-
lowing a stakeholder meeting held in November 2013 and taking
into consideration the stage 2 results (current activity); Stage 4 =
integration and feedback. This latter stage is unlikely to produce an
overall assessment score as in the Welfare Quality project. The pro-
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Figure 4 - Roles and possible effects of monitoring schemes
(empty arrows indicate unverified relationships).

tocol itself is envisaged as a 2-phase process: in the Phase 1 assess-
ment an initial general screening is performed consisting in a short-
er package of measures. In the phase 2 more detailed diagnostic as-
sessments are conducted only if there are issues raised in the phase
1 assessment and only on a restricted number of animals (group of
highest concern) gathered by shepherds in available facilities for
closer inspection (nose to tail assessment). The animal-based meas-
ures taken in phase 1 are: qualitative behaviour assessment, quanti-
tative behaviour assessment (standing, lying, panting, scratching,
vigilant, etc.), fearfulness assessed using human approach (mini-
mum distance, flight distance, time to resume normal behaviour),
physical assessment of fleece (cleanliness, length, quality), tail
length (full, docked well, docked short) and lameness, whereas the
environmental is assessed both outdoors (in terms of water supply,
shelter provision, landscape) and indoors (in terms of water supply
and pen environment). In the phase 2 the following aspects are as-
sessed: teeth (e.g. missing teeth), mouth mucosa (colour), eyes (e.g.
ocular discharge), ears (e.g. damage from tags), nose (nasal dis-
charge), horns (e.g. trimming), respiration (e.g. coughing), skin
(e.g. myiasis), fleece length (appropriateness to time of the year),
fleece quality (e.g. fleece loss), coat (cleanliness), legs (e.g. lesions),
BCS (four point scale), udder (e.g. temperature), tail (length), dag
score (five point scale), lameness (four point scale). Although such
measures are unlikely to be integrated for quality assurance pur-
poses, in the fourth stage of the project which is the next stage, the
project will focus on stakeholder-friendly outputs or farmer friend-
ly feedbacks so that they will be able to receive instant information
on how well their farms are doing, using tablets or apps that might
allow graphics or feedback on where a farm is relative to the refer-
ence population (benchmarking). The most effective animal wel-
fare monitoring schemes are based on the assessment of the nega-
tive consequences of farming factors on animals. However, no di-
rect link between consequences and factors is usually performed.
Therefore, albeit valid and reliable, such schemes can be only used
to express a scientifically based judgement on the welfare state of
the animals, whereas little is done to promote a continuous process
of animal welfare improvement (Whay, 2008).

RISK ASSESSMENT - Risk assessment has been defined by the
EFSA Panel on Animal Health and Welfare (2012b) as a scientifical-
ly-based process consisting of exposure assessment (in terms of lev-
el, duration, frequency and variability of exposure to hazards), con-
sequence characterisation (i.e. evaluation of the nature of animal
welfare effects caused by a hazard) and risk characterisation (esti-
mation, including associated uncertainties, of the probability of oc-
currence and magnitude of adverse animal welfare effects). It is
part, along with risk management and risk communication, of a
wider process called risk analysis.

Therefore, another approach to the development of tools for on
farm management of animal welfare is the use of risk assessments
of the hazards that pose potential threats to welfare. This strategy
starts with the identification of hazards then involves quantifica-

tion of their likelihoods and potential impacts in terms of intensi-
ty, duration and prevalence, in order to establish the need for mon-
itoring and managing the risks. The European Food Safety Au-
thority (EFSA) has developed risk assessment systems for a num-
ber of farm animal species and production systems for the dairy
cattle, chickens, pigs, beef cattle and fish farming industries. Re-
cently the EFSA Panel of Animal Health and Welfare has been in-
vited by the European Commission to produce a scientific opinion
on the welfare risks related to the farming of sheep for wool, meat
and milk production. In this case the group working on sheep wel-
fare has adopted a more comprehensive methodology starting with
the description of the main categories of management systems
(shepherding, intensive, semi-intensive, semi-extensive, extensive,
very-extensive and mixed systems). Subsequently, in agreement
with Phythian et al. (2011) a bottom-up approach was followed
(Fig. 5) with the identification of the main welfare consequences
(adverse effects) of farming as resulted from the analysis of a ques-
tionnaire circulated among more than 300 sheep farming experts
including academics, practitioners and farmers. Overall the sys-
tems, the main adverse effects were lameness, thermal discomfort,
enteric disorders, mastitis and skin disorders for ewes, pain in-
duced by management procedures, enteric disorders, thermal dis-
comfort and mis-mothering for lambs. A further more restricted
group of experts will be asked to associate the main risk factors to
those consequences following the scheme reported in Table 1 (for
sake of brevity only the consequences for ewes in the semi-inten-
sive system is shown as an example).

Tabella 1 - Example of association between the main welfare
consequences identified in the semi-intensive farming system and
the corresponding risk factors (hazards) as requested by EFSA to
hearing experts.

Risk factors Risk factors Risk factors Rsk factors
Welfare common to all specific specific specific
consequence production for meat for dairy for wool
purposes farms farms production
Mastitis

Skin disorders
Lameness

Enteric
disorders

Reproductive
disorders

Risk assessment

|

Consequences

|

Farming Factors (Hazards) ===y Policy making

Hazard Characterisation —=» Advisory Tool

J

Animal Welfare

Figure 5 - Roles and possible effects of risk assessment (empty
arrows indicate unverified relationships) as envisaged by the working
group on sheep welfare from EFSA.
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The pitfall of the risk assessment approach is that it is not usually
performed on individual farms, therefore it can be used as a tool to
support scientifically driven policy making while identifying and
characterising risk factors potentially threatening sheep welfare.
However, no indications about specific farm situations can be giv-
en either in terms of animal welfare or as a tool for continuous wel-
fare improvement.

BENCHMARKING - Based on the combination of welfare moni-
toring, risk assessment, and benchmarking, Ferguson et al. (2014)
are developing e new tool, the Unified Field Index (UFI) for welfare
assessment in commercial farms, which is applied at two levels: on-
farm (level 1) and externally (level 2). The welfare monitoring pro-
tocol incorporates measurement domains that address key areas
concerning biological functioning, mental functioning and natural-
ness. Within this framework animal based-, resource based-, man-
agement based-measures and other ethical criteria are taken into
account. These variables can represent the inputs for risk assess-
ment and identification of hazards to be conducted on farm (self
audit). Data gathered on-farm (level 1) can be used for further
analysis and production of statistics (external audit) for across farm
benchmarking, welfare assurance outputs, identification of best
farming practices and feedback for continuous welfare monitoring.
A similar approach has been used in the AWIN project where the
production of statistcs concerning the position of the farm as com-
pared with the reference population can promote the identification
of best practices and implementation for welfare management and
continuous improvement.

CONCLUSION - Although individual form of assessment (welfare
monitoring, risk assessment, statutory legal requirements) can pro-
vide useful tools to fulfil one or more needs in the field of animal
welfare, such as quality assurance, policy making, welfare issue
identification, compliance with predefined standards, only the
combination of welfare assessment tools with benchmarking can
promote the activation of a virtuous circle where after the evalua-
tion of the welfare state of the animals and the identification of the
risk factors, best management practices are identified and dissemi-
nated through the comparison of performances (Fig. 6).

1 Esempi di valutazione del benessere nella specie ovina

Parole chiave: ovini, benessere animale, monitoraggio del benes-
sere, valutazione del rischio.
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INTRODUZIONE - La crescente importanza delle tematiche rela-
tive al benessere animale ha portato, a partire dal 2001, allo svilup-
po in Europa di svariati metodi e protocolli per la valutazione del
benessere in campo per alcune specie zootecniche. Ad esempio gli
Indici di Benessere Animale TGI35L e TGI200 sono nati rispettiva-
mente in Austria (Bartussek, 2001) e in Germania (Sundrum et al.,
1994), per la valutazione del benessere negli allevamenti biologici,
mentre strumenti di valutazione specifici per gli allevamenti di bo-
vine da latte sono stati messi a punto in Francia (Capdeville e Veis-
sier, 2001) and in Italia (Tosi et al., 2001). La maggior parte di que-
sti sistemi si basa prevalentemente sulla registrazione di parametri
ambientali e gestionali, definiti come “resource-based” (Main et al.,
2003). Tuttavia, la relazione tra questi parametri e effettivo livello
di benessere degli animali non ¢ sempre completamente chiara e li-
neare (Blokhuis et al., 2006). I parametri “resource-based” rappre-
sentano, infatti, dei fattori di rischio per il benessere e non possono
essere considerati dei veri e propri indicatori diretti. Pertanto, risul-
ta evidente I'importanza di sviluppare degli indicatori che siano in-
centrati direttamente sugli animali (“animal-based”) e che siano in
grado di misurare il loro reale stato di benessere, in relazione ai lo-
ro tentativi di adattarsi al’'ambiente. L'uso di questa categoria di in-
dicatori & relativamente nuovo e necessita ancora di numerosi ap-
profondimenti (EFSA, 2012a; 2012b; 2012c¢). I primi protocolli
“animal-based” per la valutazione del benessere in campo sono sta-
ti messi a punto nell’ambito del progetto europeo Welfare Quality”
e hanno riguardato le principali specie oggetto di allevamento in-
tensivo: suini (Welfare Quality® Protocol, 2009a), bovini da latte e
da carne (Welfare Quality® Protocol, 2009b), polli da carne e galli-
ne ovaiole (Welfare Quality” Protocol, 2009¢). Nonostante i pro-
gressi compiuti nello sviluppo di protocolli di valutazione del be-
nessere in allevamento, altre specie di interesse zootecnico, che ri-
vestono una notevole importanza economica in Europa e nel mon-
do, sono state relativamente trascurate e sono necessari ulteriori e
approfonditi studi in questo ambito.

IL PROGETTO AWIN - Il progetto Animal Welfare Indicators —
AWIN (www.animal-welfare-indicators.net), finanziato dall’Unio-
ne Europea nell’ambito del 7° Programma Quadro, ¢ finalizzato al-
lintegrazione e alla disseminazione di indicatori diretti di benesse-
re animale, compreso il dolore, in specie quali gli equidi (cavalli e
asini), i tacchini e i piccoli ruminanti (pecore e capre). Al progetto,
iniziato nel maggio 2011 con una durata prevista di 4 anni, parteci-
pano 11 istituzioni che rappresentano 7 Stati europei e 2 extra-eu-
ropei. AWIN ¢ organizzato in cinque work-package (WP) comple-
mentari tra loro, con i seguenti compiti specifici: messa a punto di
protocolli per la valutazione del benessere (compreso il dolore) ne-
gli equidi, nei tacchini, nelle pecore e nelle capre (WP1); studio del-
le conseguenze degli stati patologici sul benessere (WP2); indagine
sui fattori di allevamento che possono influenzare 'ontogenesi e le
strategie adattative degli animali (WP3); e creazione di una piat-
taforma interattiva su web finalizzata alla ricerca e alla formazione
sul benessere animale (WP4). I WP sono integrati tra loro attraver-

WP1
Valutazione
del
benessere

Sviluppo protocolli
Training

Learning objects

WpP3
Esperienze
pre- e neo-
natali

wpP2
Patologie e
dolore

WP5

Management

WP4
Piattaforma interattiva per la Ricerca e PEducazione sul
Benessere Animale

Figura 1 - Rappresentazione schematica dell’integrazione tra
work-package (WP) nel progetto AWIN.

so una serie di attivita condivise, coordinate dal WP5, che ha la spe-
cifica funzione di gestione del progetto (Fig. 1).

Un aspetto fortemente caratterizzante del progetto risiede nel
WP4, che prevede il coinvolgimento di tutti i partner per la crea-
zione di un sito web interattivo per promuovere la ricerca e la
formazione in tema di benessere animale, integrando ricerche
passate, presenti e future, nonché materiale didattico. Il contri-
buto dei singoli partner al WP4 si concretizza con la messa a
punto di specifici pacchetti di insegnamenti interattivi (“lear-
ning objects”), divulgati in un’apposita sezione del sito AWIN de-
dicata alla formazione (http://www.animal-welfare-indicators.
net/site/index.php/learning-objects), in parte gia attiva. Tale ma-
teriale deriva dalle sperimentazioni che vengono di volta in volta
attuate nel corso del progetto, e si pone 'ambizioso obiettivo di
uniformare I'insegnamento dell’etologia applicata e del benessere
animale a livello europeo.

IL WP1 - Il WPI si articola in tre compiti (task), strettamente lega-
ti uno all’altro, che prevedono lo sviluppo di un sistema precoce di
allarme per i rischi connessi al benessere (basato su dati raccolti al
macello), lo sviluppo di prototipi per la valutazione del benessere
nelle varie specie (in collaborazione con WP2 e WP3) e infine il te-
staggio in allevamento di tali protocolli.

Lapproccio seguito per la messa a punto dei prototipi si ¢ basato
inizialmente su un’approfondita revisione bibliografica della lette-
ratura sugli indicatori di benessere relativi a ciascuna specie, segui-
ta da un meeting tra gli esperti di specie del progetto, in cui ciascun
potenziale indicatore & stato approfonditamente discusso in termi-
ni di validita, ripetibilita (inter- e intra-osservatore) e fattibilita in
campo. Lobiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di individuare gli
indicatori pitt promettenti, in grado di coprire i 4 principi ei 12 cri-
teri individuati dal progetto Welfare Quality® per coprire tutti gli
aspetti di benessere animale (Tab. 1).
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Tabella 1 - | quattro Principi e i dodici Criteri individuati dal Pro-
getto Welfare Quality® e utilizzati come punti di riferimento per la
scelta degli indicatori nel Progetto AWIN.

Principi Criteri

assenza da fame prolungata

Buona alimentazione
assenza da sete prolungata

riposo confortevole
comfort termico
facilita di movimento

Buona stabulazione

assenza di lesioni

assenza di malattia

assenza di dolore da procedure
gestionali

Buona salute

espressione del comportamento
sociale

espressione di altri comportamenti
buon rapporto uomo-animale
stato emozionale positivo

Comportamento
appropriato

1l progetto ha quindi focalizzato I'attenzione su questi indicatori, al
fine di verificarne le caratteristiche di validita, ripetibilita e fattibi-
lita. Al termine di questa fase, gli indicatori sono stati presentati e
discussi con il mondo operativo durante appositi stakeholder mee-
ting. Tra gli aspetti peculiari del progetto AWIN, risalta, infatti, il
forte coinvolgimento delle parti sociali fin dalle prime fasi di stesu-
ra dei protocolli, che devono necessariamente trovare un consenso
anche da parte delle associazioni di allevatori, produttori, grande
distribuzione e consumatori finali. Al fine di ottenere il feedback pit
ampio possibile, & stata inoltre aperta una consultazione via web
per ciascuna specie di interesse del progetto, in modo da raccoglie-
re le opinioni del mondo operativo. La survey & stata disponibile al
pubblico per 15 mesi su diversi siti istituzionali, oltre che sul sito del
progetto, ed ha permesso di raccogliere 261 questionari compilati.
La maggior parte dei questionari ha riguardato la specie equina
(40% dei questionari, compilati prevalentemente da proprietari di
cavalli) e quella ovina (30% dei questionari, compilati prevalente-
mente da veterinari ed allevatori). I risultati della survey sono stati
decisamente positivi, in quanto hanno confermato una buona con-
cordanza tra gli indicatori piti promettenti individuati da AWIN e
gli indicatori suggeriti dagli stakeholder. Questo fa ben sperare in
una buona accettazione dei protocolli finali da parte del mondo
operativo.

IL PROTOCOLLO PER LE CAPRE - La messa a punto del pro-
totipo di protocollo per la valutazione del benessere nella specie ca-
prina ¢ stata affidata all’'Universidade Técnica de Lisboa (Portogal-
lo), sotto la guida del Prof. George Stilwell, con la collaborazione del
Dipartimento di Scienze Veterinarie e Sanita Pubblica (DIVET) del-
I'Universita degli Studi di Milano.

Durante il primo meeting, tenutosi a Milano nel novembre 2011, gli
esperti di capre del progetto AWIN si sono incontrati e hanno con-
cordato di concentrarsi nella messa a punto di un protocollo per al-
levamenti intensivi di capre da latte. Tale scelta ¢ stata supportata
dal fatto che questa tipologia di allevamento ¢ attualmente la pit
diffusa in Europa. Si & scelto di focalizzare il protocollo sulle capre
adulte in lattazione; tuttavia, ben riconoscendo 'importanza del be-
nessere anche per i becchi e per gli animali giovani, si ipotizza di po-
ter sviluppare ulteriormente il protocollo entro la fine del progetto,
adattandolo a queste categorie di animali.

Durante il primo meeting sono inoltre stati discussi i potenziali in-
dicatori individuati tramite la precedente revisione bibliografica
(Battini et al., submitted), al fine di individuare i pitt promettenti e
di selezionare le azioni future da intraprendere all’interno del pro-
getto, secondo lo schema operativo riportato in Fig. 2.

Gli indicatori testati e validati sono quindi stati inclusi nel prototi-
po. Per ciascuno di questi indicatori, € stato preparato del materia-

Almeno 1 indicatore per ogni criterio

Valido Valido

Valid
Ripetibile Fa:tilb:e Ripetibile Valido?
Fattibile Fattibile?

Non Valido

1
| Nuovi indicatori? J

No validi
No ripetibili
No fattibili

Fattibile

Resource-based?

Figura 2 - Rappresentazione schematica del processo di selezio-
ne degli indicatori piu promettenti da includere nei protocolli.

le di training, che comprende una sintetica definizione dell’indica-
tore e di come deve essere rilevato, oltre a una serie di esempi e di
test di autovalutazione. Questo materiale & servito a garantire una
formazione comune a tutti gli osservatori italiani e portoghesi coin-
volti nel successivo testaggio dei prototipi. La formazione ¢ stata ef-
fettuata mediante il suddetto materiale, seguita da un periodo di
training teorico-pratico di una settimana, al fine di ottenere una
buona concordanza tra osservatori. Il materiale di training relativo
agli indicatori che verranno inclusi nel protocollo finale, dopo la fa-
se di testaggio del prototipo, sara reso pubblico sul sito del proget-
to, per favorire la formazione di tutti gli operatori che vorranno in
futuro utilizzare i protocolli.

1l prototipo prevede innanzitutto che, prima di visitare I'azienda da
ispezionare, 'operatore raccolga una serie di informazioni prelimi-
nari, quali il numero di capre in lattazione e di box presenti e I'ora
di somministrazione del pasto principale.

E importante verificare che il giorno previsto per la visita sia un
normale giorno di lavoro (escludendo quindi le giornate in cui si
prevede, per esempio, di formare nuovi gruppi, di effettuare vacci-
nazioni o visite veterinarie, ecc.).

Al fine di rendere piu fattibile e di rapida esecuzione I'applicazione
del protocollo, le osservazioni vengono realizzate su un unico re-
cinto di capre adulte in lattazione, anche se in azienda sono presen-
ti pill recinti. Questa decisione deriva dai risultati delle indagini
preliminari in quattro grandi allevamenti, che hanno confermato

Selezione del

recinto

Se c’é un solo Se sono presenti pil recinti

recinto

‘ Valutare il recinto considerato

T piu a rischio
Valutare il recinto
ﬂiteri diinclusione:

* Densita piu elevata

* Rapporto lungh. mangiatoia/n. capi pit
svantaggioso

* Rapporto abbeveratoi/n. capi piu svantaggioso

* Presenza contemporanea di capre con
corna/senza corna

« Assenza di maschi

* Nota: i recinti di infermeria o maternita sono

\ esclusi a priori /

Figura 3 - Criteri di selezione del recinto da osservare.

~
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Codaall’ Assessment
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Figura 4 - Sequenza di rilevamento degli indicatori nel prototipo
di protocollo AWIN per la valutazione del benessere nelle capre.

I'assenza di differenze tra recinti all’'interno di ogni singola azienda,
relativamente a una serie di indicatori di benessere (Vieira et al.,
2012). In ogni caso, al fine di minimizzare il rischio di falsi negati-
vi, & prevista una selezione del recinto da osservare, basata su speci-
fici criteri di rischio (Fig. 3). Le visite vanno sempre effettuate in as-
senza di maschi all'interno del recinto, in quanto la loro presenza
puo influenzare negativamente il risultato di alcuni test, in partico-
lare per la valutazione del rapporto uomo-animale.

11 protocollo & suddiviso in sette fasi principali di rilevamento di in-
dicatori animal-based, e di un’ulteriore fase che prevede la sommi-
nistrazione di un questionario all’allevatore, per il rilevamento di
parametri relativi a strutture e gestione (resource-based); le osserva-
zioni iniziano immediatamente dopo la somministrazione dell’ali-
mento e si susseguono seguendo lo schema illustrato nella Fig. 4.
Lordine di rilevamento dei vari indicatori & rigido e non casuale,
ma ¢ stato ideato con l'intento di garantire un flusso continuo di
raccolta, riducendo al minimo il disturbo sia per gli animali sia per
lallevatore, e soprattutto per garantire che i risultati delle osserva-
zioni comportamentali non siano influenzati da operazioni di ma-
nipolazione o da altre fonti di disturbo. Questo ¢ il motivo per cui,
per esempio, tutti i dati comportamentali vengono rilevati dall’e-
sterno del recinto, arrecando quindi il minimo disturbo possibile
agli animali.

Le prime quattro fasi si eseguono stando al di fuori del recinto, mi-
nimizzando il disturbo agli animali e mantenendo inalterata la rou-
tine aziendale. Per le ultime due fasi & invece necessario entrare nel
recinto, sia per I'esecuzione dei test per la valutazione del rapporto
uomo-animale, sia per il rilevamento di dati sanitari individuali.

11 primo indicatore, facilmente rilevabile dall’esterno quando le ca-
pre hanno la testa nella rastrelliera della mangiatoia, ¢ la presenza di
capre decornate in modo scorretto o incompleto. Nei successivi 15
minuti, viene contato a intervalli di 1 minuto il numero di capre che
non riescono ad avere accesso alla mangiatoia e vengono quindi de-
finite in coda. Dal momento in cui la prima capra inizia a bere, ven-
gono inoltre contate per altrettanti 15 minuti (sempre a intervalli di
1 minuto) le capre in coda all’abbeveratoio (queste osservazioni si
sovrappongono spesso, almeno parzialmente, alle osservazioni sul-
le code in mangiatoia). Subito dopo, muovendosi lentamente all’e-
sterno del recinto, viene contato il numero di capre con pelo in cat-
tive condizioni, di capre isolate (oblivious animals), di quelle che si
presentano con arti anteriori piegati e posteriore sollevato e che
camminano o restano in stazione in questa posizione (kneeling) o di
quelle che manifestano sintomi di stress termico da caldo (panting)
o da freddo (shivering). Al termine, di questi rilievi, sempre dall’e-
sterno del recinto, le capre vengono osservate per almeno 10 minu-
ti (massimo 20 minuti, se sono necessari pitt punti di osservazione
a causa delle dimensioni del recinto) per la valutazione qualitativa
del comportamento (QBA, Qualitative Behaviour Assessment; Gros-
so et al., 2014).

La fase successiva si svolge all’interno del recinto per effettuare i te-
st di valutazione del rapporto uomo-animale, che consistono nella
misurazione del tempo di latenza al primo contatto da parte di una
capra nei confronti dell’operatore e nell’effettuazione del test di evi-
tamento (Mattiello et al., 2010).

Lultima fase di rilievo di indicatori diretti riguarda il BCS e gli in-
dicatori sanitari (presenza di lesioni e gonfiori, presenza di scoli
vulvari, nasali ed oculari, conformazione degli unghioni, presenza
di mammelle asimmetriche, pulizia degli animali, presenza di asces-
si e di sintomi di diarrea), che vengono valutati sui singoli soggetti.
Questa fase puo richiedere un tempo piuttosto lungo, soprattutto se
il numero di animali presenti nel recinto & elevato e se non sono
presenti strutture di cattura per gli animali. Per ridurre il tempo di
esecuzione entro tempi accettabili, per questa fase si & optato per
una strategia di campionamento analoga a quella utilizzata nel pro-
getto Welfare Quality” per le bovine da latte, che prevede 'ispezio-
ne di un numero di animali proporzionale alla numerosita del re-
cinto, con percentuali che variano dal 100% dei soggetti (nei recin-
ti con meno di 30 animali) a un minimo di 25% dei soggetti pre-
senti, nei recinti con pitt di 150 animali. Purtroppo, le condizioni
operative non consentono una vera e propria scelta casuale degli in-
dividui da valutare. Tuttavia, gli osservatori vengono istruiti a cam-
minare nel recinto per selezionare le capre da valutare nel modo pitt
casuale possibile.

Infine, viene richiesta la collaborazione dell’allevatore per rispon-
dere ad un breve questionario, che contiene domande relative alle
caratteristiche generali dell’azienda, alle strutture, alle modalita di
gestione e ai principali dati produttivi e riproduttivi aziendali (eta
media delle capre in lattazione, numero medio di parti/capra, nu-
mero medio di giorni in mungitura, valore medio annuale della ca-
rica di cellule somatiche, quantita di latte prodotto per lattazione).
Per la raccolta dei dati relativi ai prototipi, il WP1 ha messo a pun-
to un sistema digitalizzato, che si basa sull’utilizzo del programma
open-source “Open Data Kit” (ODK), sviluppato dalla University of
Washington, Department of Computer Science and Engineering.
Questo programma funziona su sistema operativo Android e per-
mette una facile e rapida registrazione dei dati, che vengono me-
morizzati e inviati ad un server centrale, risparmiando tempo, evi-
tando errori di trascrizione e rendendo i risultati facilmente dispo-
nibili ed utilizzabili. Uapplicazione si & dimostrata molto utile, fles-
sibile e di facile utilizzo, senza necessita di lunghi tempi per la for-
mazione (Dai et al., 2014).

La scelta del campione di aziende in cui effettuare il testaggio del
prototipo in Portogallo ¢ stata effettuata sulla base del data base
nazionale, mentre in Italia la selezione ¢ avvenuta grazie alla pre-
ziosa collaborazione del Servizio di Assistenza Tecnica agli Alleva-
tori (SATA) della Regione Lombardia. Sono stati inclusi nel cam-
pione allevamenti di varie dimensioni (da quelli pit piccoli, con
meno di 50 capre adulte, fino a quelli pitt grandi, con piu di 1.000
capre adulte), al fine di verificare la fattibilita in differenti situazio-
ni gestionali.

CONCLUSIONI - 11 prototipo proposto ¢ stato testato in 60 alle-
vamenti di capre da latte (30 in Italia e 30 in Portogallo). In 20 di
questi allevamenti (10 in Italia e 10 in Portogallo), i rilievi sono
stati effettuati in contemporanea da due operatori, al fine di poter
testare la ripetibilita tra osservatori; inoltre, 20 allevamenti (10 in
Italia e 10 in Portogallo) sono stati visitati sia in inverno che in
estate dal medesimo osservatore, al fine di valutare la ripetibilita
tra stagioni.

I dati raccolti sono ancora in fase di elaborazione. Sulla base dei ri-
sultati preliminari ottenuti, prevediamo una semplificazione ed un
accorciamento dei tempi di esecuzione del protocollo, che mirano a
migliorare la fattibilita, senza perd perdere informazioni essenziali.
In quest’ottica, il progetto AWIN prevede che i protocolli finali si
articolino su due livelli: un primo livello di raccolta dati, molto ra-
pido e di facile utilizzo, ed un eventuale secondo livello di ap-
profondimento, da realizzarsi solo nel caso in cui nel primo livello
si evidenzino possibili carenze o problematiche di benessere. Gli in-
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dicatori di primo e secondo livello verranno selezionati sulla base
dei risultati del testaggio dei prototipi.

I protocolli finali saranno disponibili entro la fine del progetto, pre-
vista per aprile 2015.
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1 A protocol for welfare assessment in goats: results from
the awin project
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Emergency medicine is the scientific field involved in providing
rapid and effective veterinary and nursing care in cases threatening
the life of animals and/or their health and production.

In small ruminants, ‘emergency medicine’ includes emergency
medicine in individual sheep/goats and emergency medicine in
sheep/goat populations. In practicing emergency medicine in small
ruminant health management, one always takes into account finan-
cial constraints, as well as the welfare of sick or at risk to become
sick animals.

Emergency medicine in individuals aims to treating disease prob-
lems with an immediate risk for the life of animals. These can refer
to problems in young (e.g., neonatal hypothermia) or adult (e.g.,
dystocia, urethral obstruction) animals and can be dealt with by us-
ing knowledge from various veterinary specialities (e.g., anaesthesi-
ology, obstetrics, neurology, surgery).

Emergency medicine in populations aims to control various dis-
eases with a risk to the animals of a farm or a geographical region.
Moreover, it functions as a safety net for animal production. These
diseases may be of endemic (e.g., cases of abortion), epidemic (e.g.,
blue-tongue disease) or emerging (e.g., Schmallenberg disease) na-
ture and can be dealt with by using knowledge from various scien-
tific fields (e.g., diagnostic medicine, epidemiology, preventive
medicine).

In all circumstances, consideration should be taken that welfare sta-
tus of individuals must be maintained to a standard appropriate for
those individuals at that moment. The traditional ‘cost-benefit’
analysis will need to be extended to take into account facets beyond
the traditional financial implications, to a meaning that includes
the degree of sufferring acceptable to the affected animals, as well as
taking into account that positive outcomes of treatment are by no
means certain.

The peri-parturient period is a time in the life of a ewe or doe when
most emergency problems would arise. This is mainly due to the
pressure in the metabolism of the pregnant animal and the specific
financial circumstances at that stage. Pregnancy toxaemia, abortion,
dystocia, hypocalcaemia (among others) require an immediate ac-
tion from a veterinarian. Nevertheless, there are circumstances, in
which the scientific literature indicates an unfavourable prognosis.

For example, in pregnancy toxaemia, these include the development
of neurological signs in the ewe and the in utero death of foetus(es).
Therapeutic efforts need to take place for a long period and can of-
ten be unsuccessful; at the same time, veterinary expenses can be
high, but unrewarding to the farmer. Moreover, in such cases, wel-
fare status of the affected animal is reduced and, possibly, may nev-
er be restored. The attending veterinarian will need to take a pro-
fessional decision, based on her scientific background: is effective
treatment a feasible option or is euthanasia the best approach for
the welfare of the affected animal?

The first days of life of a sheep/goat will be the most stressful peri-
od in the life of that animal. A variety of adverse conditions, often
caused or predisposed by inappropriate management (e.g., liver
rupture, hypothermia, dislocation) can affect newborns, reducing
their welfare status and requiring immediate veterinary care. Again,
some of these disorders, depending on the severity of each condi-
tion, may have an adverse prognosis, which will require from the at-
tending veterinarian a welfare evaluation. Moreover, in those sce-
narios, diseased animals have a little financial value and, moreover,
have thatfar produced no economic benefits to the farmer. The at-
tending veterinarian will need to make a professional decision,
based on her scientific background: is effective treatment an option
that will compensate the farmer financially in the future or is eu-
thanasia the preferred approach for financial viability of the farm?

In emergency medicine in populations, there are many examples
(e.g., foot-and-mouth disease, sheep pox), in which healthy indi-
viduals, with generally acceptable standards of welfare, are account-
ed for euthanasia. This occurs within the appropriately defined sur-
veillance areas. The attending veterinarian will need to make a pro-
fessional decision, based on her scientific background: is euthanasia
of the defined cohort a means to control the disease or, possibly, eu-
thanasia of a much larger number of animals would be required in
the future?

Initially, in all cases, accurate and rapid diagnosis of the problem is
paramount. This should be followed by analysis of the situation and
evaluation of the various remedial options. Consideration of the
welfare status of the animals, coupled with prognosis of the proba-
bilities for recovery, as well as the time-scale for achieving full re-
covery needs to be an integral element of the decision process. That
way, emergency responses are correct and promote welfare status of
individual animals or populations of animals.
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INTRODUZIONE - La redditivita, se non la stessa sopravvivenza,
di molte attivita imprenditoriali legate agli usi tradizionali di mate-
rie prime di origine agricola ¢ fortemente condizionata dalla capa-
cita di (auto)rinnovamento dei modelli produttivi e dall’accesso a
mercati pitt remunerativi. Oggi pilt che mai la competitivita delle
piccole e medie imprese rurali dipende dalle soluzioni tecnologiche
che il mondo della ricerca sapra offrire in termini di miglioramen-
to della sostenibilita e d’innovazione dei processi produttivi. Le
esperienze di successo ci insegnano che non occorre rinunciare o
stravolgere il “carattere identitario” di ciascun sistema produttivo,
ma, viceversa, ¢ essenziale trovare soluzioni che esaltino i legami tra
prodotti, ambiente e territorio. In questo ambito, la filiera delle la-
ne italiane costituisce indubbiamente un caso emblematico. A fron-
te di una produzione media annuale di circa 9 mila tonnellate di la-
na di pecora, appena il 5% delle lane prodotte in Italia trova una
collocazione commerciale accettabile. Il resto viene svenduto, smal-
tito o ancora peggio abbandonato/bruciato nei campi. Nel giro di
pochi decenni la lana ¢ passata dall’essere una risorsa preziosa - fon-
te di reddito per tutti gli attori della filiera - a costituire un ingom-
brante e oneroso scarto di produzione. Le cause del tracollo, per
quanto molteplici e complesse, sono fondamentalmente riconduci-
bili all’evoluzione del settore tessile italiano che ha rappresentato,
storicamente, lo “sbocco naturale” della produzione laniera, anche
di quella meno pregiata. Uavvento di nuove fibre (in maggioranza
sintetiche) che hanno sostituito quasi del tutto la lana di pecora e,
prima ancora, la forte pressione competitiva dei grandi produttori
(Australia, Cina e Nuova Zelanda concentrano oltre la meta della
produzione mondiale di lana) hanno segnato, irrevocabilmente, il
destino delle lane locali. La Sardegna, una regione con forti radici
agro-pastorali e con circa il 45% del patrimonio ovino nazionale,
non fa eccezione. Di fatto, se la tosatura non rappresentasse una
pratica obbligatoria per garantire la salute e la produttivita delle
greggi (allevati per ricavarne latte e carne), la maggioranza degli al-
levatori rinuncerebbe volentieri alla produzione di lana.

La gestione della lana negli allevamenti ovini rappresenta, pertanto,
un problema tanto urgente quanto inevitabile. E il rilancio, su nuo-
ve basi, del comparto tessile tradizionale rimane una sfida aperta
per lintera economia italiana. Aldila della crisi dei mercati, la lana
rimane un materiale naturale a basso costo e facilmente rinnovabi-
le: racchiude in sé una vastissima gamma di usi potenziali piena-
mente sostenibili che le conoscenze tecniche e scientifiche possono
aiutare a tradurre in opportunita di reddito per le imprese e di svi-
luppo socio-economico per le aree rurali marginali. Un reale pro-
cesso di innovazione richiede ’abbattimento di ogni barriera pre-
giudiziale e la totale apertura verso qualsiasi tipo di contributo che
possa rappresentare un valore aggiunto allo sviluppo delle cono-
scenze sinora disponibili. La ricerca scientifica puo e deve recitare
un ruolo di primo piano, indicando strategie sostenibili e soluzioni
tecnologiche trasferibili che contribuiscano all'innovazione del set-
tore. A tal fine, appare cruciale capitalizzare le esperienze e le com-
petenze presenti nei territori e investire in nuove progettualita che
sappiano integrare le esigenze di crescita economica immediata del
tessuto produttivo con la lungimiranza dello sviluppo sostenibile.

La verifica della sostenibilitd economica e ambientale dei processi
produttivi deve necessariamente costituire 'unico criterio guida
per la ricerca degli usi ottimali della lana, dal tessile tradizionale, al-
la bioedilizia, ai fine chemicals. Nessuna ipotesi ¢ da scartare aprio-
risticamente né, tantomeno, una soluzione preclude I’altra, semmai

Parricchisce e la integra.

Muovendo da tali premesse, I'Istituto di Biometeorologia del CNR

(IBIMET CNR) ha, da tempo, avviato una linea di ricerca che par-

tendo dalla valorizzazione di specie vegetali ad uso no food intende

contribuire allo sviluppo della filiera tessile promuovendo approcci
innovativi orientati alla sostenibilita. E il progetto MED-Lai-
ne/MED-L@ine rappresenta 'esperienza piu significativa di questo
percorso. In realtd o almeno formalmente, si tratta di due progetti
distinti aventi in comune il seguente obiettivo generale: valorizzare
le lane autoctone/locali, rivitalizzare la filiera tessile-laniera e pro-
muovere i territori rurali con il turismo culturale e educativo-di-
dattico. Il (primo) progetto MED-Laine, “A la recherche des couleurs
et des tissus de la Méditerranée” ha avuto inizio nel maggio 2009 ed

¢ terminato a dicembre 2011, utilizzando un budget complessivo di

857.000 €. Il progetto MED-L@ine, “Reti di competenze e innova-

zione per valorizzare le lane e i colori del Mediterraneo”, proposto

come iniziativa di capitalizzazione e sviluppo dei risultati raggiunti

dall’esperienza precedente, ¢ iniziato a luglio 2013 e si concludera a

giugno 2015 (budget: 1.792.190 €). Entrambe i progetti sono co-fi-

nanziati dal Fondo Europeo di Sviluppo Regionale nell’ambito del

Programma di Cooperazione Transfrontaliera Italia-Francia “Ma-

rittimo” 2007-2013. La strategia d’intervento fa leva sull’'innovazio-

ne dei sistemi produttivi tradizionali e la ricerca di nuovi usi della
lana, integrati sinergicamente con azioni di promozione e di valo-
rizzazione delle aree rurali. In particolare, gli obiettivi immediati ri-
guardano: i) la crescita della consapevolezza e del protagonismo de-
gli allevatori ovini all'interno della filiera e la valorizzazione del lo-
ro ruolo in termini economici; ii) promuovere I'innovazione tecno-
logica e creare opportunita di accesso a nuovi mercati per le PMI di
trasformazione e commercializzazione di lane e dei prodotti da es-
se derivati; ii) promuovere lo sviluppo turistico di aree rurali mar-
ginali ad alto valore storico e ambientale. In funzione dell'impianto
strategico del Progetto, si ¢ costituito un partenariato che rappre-
sentasse le competenze tecniche e istituzionali necessarie per garan-
tire piena sostenibilita all’iniziativa. Il gruppo di partenza ha coin-

volto: i centri di ricerca IBIMET CNR (capofila del Progetto) e

Agris-Sardegna (agenzia della Regione Sardegna per la ricerca e

l'innovazione tecnologica in Agricoltura), le amministrazioni pro-

vinciali di Grosseto, Sassari e Medio Campidano, le imprese rap-
presentate dalla Camera dei Mestieri e dell’Artigianato dell’Alta

Corsica. Nella seconda fase (MED-L®@ine) si & rafforzata la parteci-

pazione delle imprese con I'ingresso di un’associazione di allevato-

ri e una ditta di trasformazione della Sardegna.

MATERIALI E METODI: LE PRINCIPALI ATTIVITA SVOLTE -

In coerenza alla strategia di intervento adottata, le attivita proget-

tuali si sono articolate nei seguenti settori operativi:

Filiera delle lane locali.

- Analisi SWOT e identificazione di strategie di sviluppo del com-
parto laniero, attraverso indagini partecipative, focus group e in-
terviste in profondita con gli stakeholders dei territori di Sarde-
gna, Alta Corsica e provincia di Grosseto;
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- Approfondimento degli studi per la selezione, il recupero e la cer-
tificazione di razze ovine autoctone (Pecora Nera di Arbus,
Amiatina e Vissana);

- Analisi strumentali per la caratterizzazione chimico-fisica di lane
ottenute da razze autoctone e analisi delle proprieta meccaniche
dei tessuti da esse derivate;

- Messa a punto e applicazione di un protocollo di analisi senso-
riale per la valutazione delle caratteristiche tattili di lane in fioc-
co da razze autoctone e tessuti da esse derivate;

- Definizione di un sistema di tracciabilita dei prodotti ad uso del
settore tessile-tintorio;

- Realizzazione di prototipi di capi di abbigliamento e comple-
menti di arredo in lana colorata con estratti di specie vegetali
locali;

- Sistematizzazione delle indagini svolte in pubblicazioni tecniche
e scientifiche.

Filiera delle piante officinali ad uso tintorio

- Individuazione delle specie vegetali locali ad uso officinale e tin-
torio;

- Messa a punto di un metodo di estrazione e ottimizzazione dei fi-
toestratti mediante impianti semi-industriali;

- Studio e sperimentazione delle proprieta funzionalizzanti (anti-
tarmiche, anti-UV, anti-radicaliche e anti-microbiche) dei fitoe-
stratti;

- Elaborazione di linee guida per studi di Life Cycle Assessment del-
la filiera produttiva;

- Pubblicazioni tecnico-scientifiche per la divulgazione dei risulta-
ti ottenuti.

Marketing territoriale e promozione del turismo rurale e culturale-di-

dattico

- Azioni di networking dei territori;

- Eventi di animazione territoriale e di comunicazione/informa-
zione finalizzati al trasferimento di conoscenze e all’interscambio
di buone pratiche;

- Progettazione e realizzazione di percorsi/eventi di promozione del
turismo culturale e didattico integrati alla filiera tessile-laniera;

- Analisi economiche e valutazione dei mercati dei prodotti in lana;

- Definizione e sviluppo di un modello integrato di marketing ter-
ritoriale;

- Concorso di idee per la progettazione di prodotti innovativi rea-
lizzati con 'impego di lane locali e coloranti vegetali.

Le metodologie utilizzate in ogni ambito d’intervento sono state

orientate dai criteri della ricerca-azione e sono state sviluppate con

il pieno coinvolgimento degli attori locali, seguendo un approccio

altamente partecipativo (learning by doing).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI: IMPATTI E NUOVE SFIDE

- Le attivita di studio, ricerca e promozione dei territori condotte

nell’ambito di MED-Laine hanno consentito sia di sviluppare e ap-

profondire conoscenze di tipo tecnico-scientifico, sia di tessere una
fitta rete di relazioni/interscambi con i principali attori delle filiere
produttive. Le esperienze acquisite attraverso il Progetto riguardano
molteplici tematiche e livelli di azione. Sul piano tecnico-scientifi-
co, le conoscenze prodotte e diffuse per la riscoperta e valorizzazio-
ne delle lane locali e delle piante officinali mediterranee hanno am-
pliato e valorizzato nuovi scenari di ricerca e sviluppo per I'uso red-
ditizio, sostenibile e integrato delle risorse lana e flora spontanea.

Inoltre, le indagini partecipative sulla struttura della filiera laniera e

sui modelli di marketing territoriale ad essa correlati hanno confer-

mato le reali possibilita di crescita del settore sia in termini produt-
tivi che commerciali. Dal punto di vista socio-economico e istitu-
zionale, le attivita di animazione territoriale e I'intera esperienza del

Progetto hanno permesso di consolidare il ruolo dei partner coin-

volti all’interno delle strategie di sviluppo promosse e di elevare il

grado di consapevolezza degli operatori privati rispetto alle oppor-

tunita di reddito derivanti dall'innovazione di un settore tradizio-
nale (apparentemente) decaduto e nei confronti del loro stesso ruo-
lo e protagonismo nel promuovere tale processo. Dalla sistematiz-
zazione dei risultati progettuali, ¢ emerso chiaramente come il rag-

giungimento degli obiettivi di lungo periodo e la stessa sostenibilita
dei risultati immediati dipendano fortemente dalla stretta coopera-
zione tra i differenti attori istituzionali e socio-economici che fan-
no parte e/o interagiscono sinergicamente con la filiera produttiva.
Di fatto, uno degli elementi di efficacia del progetto ¢ senz’altro la
proficua collaborazione inter-istitituzionale e I'approccio di tipo
bottom-up, adottato in ogni momento decisionale e fase operativa.
Linterazione tra Centri di ricerca, Enti locali e settore privato, la co-
stante attenzione verso I'attivo coinvolgimento dei gruppi meta e la
concretezza dei risultati progettuali hanno radicato MED-Laine nel
tessuto socio-economico locale, alimentando un crescente interesse
verso le tematiche promosse. Si evidenzia, in particolare, che nel
2011 il prezzo medio di vendita della lana sucida nel mercato loca-
le & cresciuto di oltre il 100% rispetto al valore medio del 2009. Per
quanto si tratti di un dato da contestualizzare nel trend di generale
crescita del mercato internazionale della lana, Peffetto positivo in-
dotto nel mercato locale dalle azioni del Progetto appare, verosimil-
mente, rilevante. La nascita, in Sardegna, di un consorzio per la rac-
colta e vendita della lana (nella prima campagna sono stati raccolti
oltre 3.500 t di lana da circa 700 produttori) né rappresenta la testi-
monianza (e causa) piu diretta.
Sul piano istituzionale ¢ da sottolineare la firma di un protocollo di
intesa tra la Camera di Commercio, Industria, Artigianato e Agri-
coltura del Nord Sardegna, la Provincia di Sassari e IBIMET CNR,
volto alla promozione della continuita e al rafforzamento del pro-
getto MED-Laine e la stipulazione di un Accordo Quadro di Coo-
perazione tra la province di Sassari e Grosseto, finalizzato alla valo-
rizzazione congiunta delle zone interne e delle principali produzio-
ni agricole e artigianali di carattere identitario dei due territori. Ta-
le accordo, firmato, non casualmente in occasione della conferenza
finale del progetto MED-Laine, s'inquadra nello storico vincolo di
amicizia tra le due Province (nella Provincia di Grosseto ¢ forte la
presenza di emigrati sardi e/o loro discendenti, originariamente e
ancora oggi in gran parte impegnati nell’allevamento ovino), che
MED-Laine ha saputo valorizzare, promuovendo la sinergia tra i si-
stemi produttivi agricoli integrati ed il turismo rurale nelle aree
d’intervento.
La strategia di comunicazione e divulgazione, per quanto essenzia-
le nella dotazione di risorse finanziarie e di strumenti, ha saputo es-
sere efficace e la forza comunicatrice dei risultati (tangibili) conse-
guiti & stata determinante. La presenza di pubblico ad ogni evento
promosso dal Progetto - sia di carattere formativo e/o per il trasfe-
rimento tecnologico, sia di natura informativa e divulgativa - ¢ sta-
ta sempre numerosa e partecipata. Nei cosiddetti “tavoli tecnici” per
la raccolta e I'interscambio di informazioni sulle filiere tessili, arti-
gianali e del turismo sono stati coinvolti oltre 500 rappresentanti
del settore pubblico e privato, ogni seminario di presentazione dei
risultati progettuali (tra seminari ed attivita di animazione territo-
riale si sono realizzati 16 eventi) ha visto la partecipazione, in me-
dia, di circa 70 persone. Un ulteriore indicatore della capacita di pe-
netrazione del Progetto, ¢ rappresentato dall’elevato numero di do-
mande di partecipazione ricevute nell’'ambito del concorso di idee
per la progettazione di prototipi in lana sarda (denominato “Pura
Lana Sarda”). Inoltre, analisi delle visite al sito internet del Proget-
to (medlaine.eu) — realizzato con funzionalita essenziali e ricorren-
do a risorse interne - nel periodo compreso tra luglio 2011 e feb-
braio 2014 (percio, ben oltre la chiusura ufficiale) ha rivelato quan-
to segue:
- un totale di 3.400 visitatori di cui oltre 2.160 visitatori unici;
- quasi 12.000 visualizzazioni della pagina con una durata media
della visita di circa 3,5 minuti;
- una frequenza di rimbalzo (rapida uscita dal sito) ben al di sotto
del 50%;
- oltre il 31% di accessi diretti (non effettuati attraverso motori di
ricerca o link di altri siti) e una media del 64% di nuove visite;
- la provenienza geografica dei visitatori copre quasi tutti i conti-
nenti (Europa, su tutti, insieme ad Australia, Nuova Zelanda,
Americhe e Asia).
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Gli impatti positivi generati nei territori di implementazione del

progetto MED-Laine sono stati riconosciuti e apprezzati anche in

ambito europeo. MED-Laine ¢ stato selezionato tra i finalisti del Re-
giostarsAwards 2013, il concorso promosso dalla CE per valorizza-
re i migliori progetti finanziati da tutti i programmi dell’UE. Nel-

Pambito della categoria Sustainable Growth, MED-Laine ¢ stato I'u-

nico progetto del Mediterraneo ad arrivare sino alla fase finale del

Concorso.

In estrema sintesi, i fattori di successo di MED-Laine posso essere

cosi schematizzati:

- passione, competenze e umilta come principi cardine delle scelte
strategiche e delle azioni intraprese;

- dialogo e confronto per superare le inevitabili difficolta di coor-
dinamento e implementazione delle attivita;

- costante orientamento verso azioni e risultati cantierabili e di im-
patto immediato nell’economia locale;

- organizzazione, coordinamento e gestione efficienti per rispon-
dere puntualmente alle esigenze emerse nell’evoluzione del con-
testo operativo.

11 Progetto ha rappresentato, indubbiamente, un’esperienza positi-
va ed ha offerto un piccolo ma significativo contributo, fatto non
solo di entusiasmo e speranza, per un effettivo rilancio del compar-
to laniero. Ma per passare da una fase pilota a una scala aziendale
con effetti moltiplicatori stabilmente proiettati nel lungo periodo, la
strada da percorrere &, tuttavia, ancora in salita. Tra i principali pro-
blemi e carenze strutturali messi in luce da MED-Laine si citano:

- Frammentazione e scarso coordinamento tra gli operatori di set-
tore;

- Mancanza di infrastrutture di supporto allo sviluppo delle filiere
produttive;

- Necessita di un marchio comune per tutelare le produzioni locali;

- Obsolescenza tecnologica e scarsa efficienza ambientale dei siste-
mi di trasformazione della lana;

- Debolezza della strategie di marketing e di comunicazione.

Raccogliendo I'eredita del successo e puntando alla soluzione delle

problematiche emerse dalla prima esperienza, il partenariato MED-

Laine ha rilanciato la sfida. Aggiungendo caratteri innovativi alla

proposta originaria e ampliando la base socio-istituzionale del pro-

getto. Le parole chiave - simbolicamente rappresentate dalla “@” di

L@ine - che ispirano e sintetizzano, al contempo, la strategia opera-

tiva sono le seguenti: capitalizzazione, innovazione tecnologica, re-

te. Se il progetto originario ha enfatizzato gli aspetti della Ricerca
per la caratterizzazione dei territori, il nuovo MED-Laine, attraver-
so un solido blocco di investimenti infrastrutturali, si rivolge diret-
tamente al settore economico-produttivo, assumendo un forte ca-
rattere dimostrativo e applicativo. Da qui, deriva la scelta di coin-
volgere i piccoli/medi produttori associati come Partner del proget-

to e di identificare chiaramente nelle microimprese e PMI locali i

gruppi meta privilegiati. Il progetto prevede investimenti di natura

sia immateriale, sia materiale. In generale, si tratta di interventi di

piccole/medie dimensioni in grado di intercettare una quota co-

munque rilevante dei fabbisogni infrastrutturali dei settori locali di

riferimento e che potranno avere, indubbiamente, un importante

valore dimostrativo e moltiplicatore. In sostanza, MED-L®@ine in-
tende avvicinare e promuovere un percorso di collaborazione stabi-
le e proficua tra la Ricerca e il mondo produttivo/imprenditoriale,
affinché, con un approccio win-win, si (retro)alimenti con effettiva
reciprocita lo sviluppo sostenibile del territorio. Le attivita previste

e gia avviate comprendono:

- un centro di competenza transfrontaliero destinato al rafforza-
mento delle filiere laniere locali e alla messa in rete di Imprese,
Enti Territoriali e Centri di Ricerca. Il centro di competenza avra
come base funzionale un portale informatico e un laboratorio
chimico strumentale dedicato alle lane locali e ai prodotti tessili,
agli estratti vegetali e ai prodotti da essi trasformati. Il portale
informatico sara molto piu di un sito web e sara dotato di varie
funzionalita: forum di discussione, per 'interscambio di espe-
rienze, ricerche, buone pratiche; formazione online e trasferi-

mento di conoscenze; database centralizzato e integrazione con
sistemi esterni (altri database, social networks, ecc.).

- la realizzazione, in Sardegna e in provincia di Grosseto, di infra-
strutture per la logistica di raccolta e la selezione e vendita delle
lane locali;

- Pinstallazione, in provincia di Grosseto, di un impianto di estra-
zione pilota per la produzione su scala aziendale di estratti vege-
tali da piante officinali;

- la realizzazione di un sistema web-based per I'elaborazione di
guide turistiche on demand su dispositivi mobili e per 'imple-
mentazione di un servizio di marketing territoriale geo-localiz-
zato;

- la trasmissione al pubblico delle tematiche di Progetto attraverso
interventi di animazione territoriale nei siti turistici, I'organizza-
zione di seminari di divulgazione e la realizzazione di eventi
espositivi itineranti.

Lintervento avra, pertanto, il suo fulcro nel Centro di competenza,

a cui saranno sinergicamente integrati gli investimenti aggiuntivi. Il

laboratorio verra allestito presso ’Area della Ricerca del CNR di

Sassari, sara gestito da IBIMET CNR e potra contare sulle compe-

tenze di altri istituti CNR - ISE (Istituto per lo Studio degli Ecosi-

stemi), ICB (Istituto di Chimica Biomolecolare), ISPAAM (Istituto
per il Sistema Produzione Animale in Ambiente Mediterraneo),

ISMAC (Istituto per lo Studio delle MACromolecole) - nonché sul-

la collaborazione di altri centri di ricerca (Universita di Sassari e

Universita di Firenze). Coerentemente agli obiettivi di Progetto, la

strumentazione del laboratorio sara utilizzata per attivita di ricerca

mirate alla definizione di migliori o nuovi usi della lana che con-
sentano una maggiore e completa valorizzazione della materia pri-
ma. Partendo dal completamento e dall’approfondimento delle in-
dagini di caratterizzazione delle lane locali e delle proprieta funzio-
nalizzanti di alcune specie vegetali ad uso officinale-tintorio effet-
tuate nel corso di MED- Laine, si esploreranno potenziali utilizzi
innovativi nei campi: tessile (tessuti tecnici e “tessuti intelligenti”),
bio-edile (coibentazione e mattoni autoportanti), cosmetico (pro-
prieta emollienti lanolina e derivati), biomedicale (tessuti, filtri,
ecc.), agronomico (nuovi fitofarmaci, nuovi formulanti, nuovi fer-

tilizzanti/ammendanti), chimico (preparazione di biocatalizzatori e

bio-based fine chemicals). Lo sviluppo di conoscenze e la fornitura

di servizi di consulenza tecnico-scientifica alle imprese del territo-

rio, includeranno, inoltre, studi di Life Cycle Assessment e applica-

zioni di Consumer Sciences.

Linterazione con il tessuto produttivo dei territori rimarra ele-

mento fondante della mission del Progetto. Il Centro di competen-

za agira da polo catalizzatore dei vari attori e da nucleo di integra-
zione delle varie componenti operative, svolgendo anche in questo
campo un importante ruolo nella promozione dell’'innovazione
tecnologica e dei sistemi di Qualita attraverso lo sviluppo e la diffu-

“Corbulait”. Lampada in metallo e lana presentata al concorso di
idee “Pura Lana Sarda” da Gabriella Loi e Ursula Grodzicka.
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sione di informazioni, conoscenze tecnico-scientifiche, competenze
- expertise e know-how in genere.

Ancora una volta, la sostenibilita dell’iniziativa si poggera forte-
mente sulla capacita del partenariato di individuare ed applicare
tutte quelle forme di collaborazione ed interazione tra gli attori
chiave che abbiano finalita ed interessi comuni e condivisi anche al
di fuori del territorio transfrontaliero. In questo senso, MED-L@ine
¢ e rimarra un cantiere sempre aperto.

1 Enhancing Mediterranean colors and wools by means
of research and innovation.
The MED-Laine/MED-L@ine project

Key words: local wool, rural development, expertise, innovation.
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Progetto Lane AUTOctone (Plauto)

C. CARRINO', E. CIANI?2, N.DIBENEDETTO?, E. PIERAGOSTINI*

' Az. Agr. “Elli Carrino; ? Dip. Bioscienze Biotecnologie e Biofarmaceutica, Universita di Bari;
8 Consorzio Murgia Viva; 4 DETO - Sez. Cliniche Veterinarie e Produzioni Animali

Parole chiave: recupero della lana di pecora, salvaguardia del pae-
saggio, filiera produttiva sostenibile.

INTRODUZIONE - Per il 2013 sono stati censiti in Puglia 280.000
capi ovini, cui corrisponde un totale annuo di 560 tonnellate di la-
na. La tosa delle pecore costituisce in generale un costo ineludibi-
le, aggravato dal fatto che la fibra ottenuta, senza mercato, deve es-
sere eliminata come rifiuto speciale o ceduta a raccoglitori a costo
irrisorio. Da qualche anno sembra che il vento stia cambiando an-
che se le magre cifre spuntate per la vendita sono ancora lontane
dal coprire le spese di tosa.

Riscoprire le possibilita di utilizzo della lana significa riappropriar-
ci di un pezzo della nostra storia ma, soprattutto, dare fiato all’eco-
nomia di alcune realta quali la Murgia ed il foggiano, vocate all’al-
levamento ovino che, insieme al relativo indotto, possono rivelarsi
strategiche per uno sviluppo futuro in un momento di grande dif-
ficolta economica quale P'attuale

Gli Autori hanno riflettuto su come riutilizzare queste lane che,
spesso, per la loro tipologia e per la loro finezza hanno i requisiti per
trovare compratori fra gli acquirenti abituali che producono filati e
tessuti di alta qualita. Recenti esperienze, in questo senso, insegna-
no che una nicchia di mercato esiste e nel contempo si registrano
segnali di come questa possa essere ampliata; ad esempio la FAO ha
infatti dichiarato il 2009 ’'anno internazionale delle Fibre Naturali.
Convegni internazionali, workshop, sfilate, mostre ed eventi di va-
rio genere sono stati tenuti in tutto il mondo, anche allo scopo di
stimolare l'interesse da parte del pubblico, rafforzare le piccole e
medie imprese impegnate nella sua produzione e sviluppo, nonché
incoraggiare i governi a mettere in atto strategie appropriate a
rafforzare questo genere di produzioni.

La riscoperta della pastorizia, anche per le ragioni dianzi richia-
mate, & un elemento sul quale costruire un percorso di crescita,
partendo dalle tradizioni proprie della Puglia e coniugando le
stesse con nuove tecnologie. La rinascita della filiera della lana tes-
sile sarebbe un primo risultato cui potrebbe essere affiancata la
possibilita di individuare altre modalita di impiego quali I'utilizzo
di scarti di lana in bio-edilizia o per pacciamature innovative nel-
Porto-floro-vivaismo.

Sulla base di questa convinzione nel 2013 gli Autori hanno risposto
all’Avviso pubblico per I'invito a presentare proposte progettuali di
ricerca e sperimentazione in agricoltura (B.U.R.P. n. 59 del
02/05/2013) presentando un progetto per la valorizzazione delle la-
ne autoctone che a seguito di selezione ¢ stato ammesso al finanzia-
mento che verra erogato verso la fine del 2014.

Soggetto promotore: Il DETO ¢ un grosso dipartimento dell’U-
niversita di Bari, cui afferiscono importanti settori della medicina e
della medicina veterinaria raggruppati in sezioni; in particolare la
sezione di Cliniche Veterinarie e Produzioni Animali & costituita da
34 ricercatori che vantano un nutrito pacchetto di competenze ve-
terinarie e zootecniche tra le quali, esperienze di genetica applicata
allo studio e gestione delle popolazioni autoctone pugliesi e sul be-
nessere degli animali, assumono rilevanza specifica ai fini del Pro-
getto. A questi si assomma la competenza nell’ambito della caratte-
rizzazione genetica delle razze della Prof. Ciani.

Soggetti partecipanti

1. DAz Agr. “Elli Carrino” & una storica realta del foggiano gesti-
ta come az. agricola multifunzione (allevamento ovini, suini e
bufali, caseificio, spaccio aziendale) dai tre fratelli, terza genera-
zione di allevatori di ovini di razza Gentile di Puglia. Da sempre
sostenitori della necessita di valorizzare la lana, in particolare
della razza Gentile, un paio d’anni fa hanno inviato a Prato la
lana aziendale avendone indietro un quantitativo di rocche uti-
lizzate in parte per confezionare maglieria (pullover, sciarpe
berretti di straordinaria. Da sempre sostenitore della necessita
di valorizzare la lana, in particolare della razza Gentile, un paio
d’anni fa ha inviato a Prato la lana aziendale avendone indietro
un quantitativo di rocche utilizzate in parte per confezionare
maglieria (pullover, sciarpe berretti di fattura straordinaria) av-
valendosi di una abile artigiana di Corato. Gli oggetti sono pre-
gevoli, ma I'esperienza si ¢ interrotta perché la commercializza-
zione in azienda non ¢ lo sbocco giusto per un prodotto arti-
gianale di qualita.

2. La Soc. Cons. “Murgia Viva“ a.r.l. & costituita da 9 soci e da di-
versi anni opera per la valorizzazione del patrimonio ovino e
caprino, per il miglioramento dei metodi di allevamento, ali-
mentazione, management aziendale e benessere animale, per la
promozione delle risorse storiche, culturali, turistiche, enoga-
stronomiche, ambientali e produttive legate all’identita del ter-
ritorio e per favorire socialita e partecipazione nel settore agro-
zootecnico, realizzando attivita di promozione sociale e cultu-
rale. Diverse le esperienze maturate nel campo della collabora-
zione scientifica con Enti Pubblici di ricerca come I'Universita
degli Studi di Bari “Aldo Moro”, 'Ente Parco Nazionale dell’Al-
ta Murgia e la Regione Puglia - Assessorato all’Agricoltura. Gra-
zie alla disponibilita in seno al Consorzio di un Caseificio
Aziendale il Consorzio produce un’ampia gamma di prodotti
lattiero-caseari di altissima qualita.

3. Fondazione “Le Costantine” - Giulia Starace e prima ancora la
madre, Carolina De Viti De Marco, hanno trasformato un’anti-
ca e preziosa tradizione, che affonda le sue radici nel passato, in
un’attivita organizzata capace di elevare economicamente e spi-
ritualmente le donne di Casamassella. Nel 2002 la tessitura ¢
stata riaperta presso la tenuta “Le Costantine”. Le tessitrici del
laboratorio “Cantando e amando” riprendono con maestria e
dedizione le tecniche risalenti a centinaia di anni fa, come quel-
la detta dei “pinti” e realizzano con antichi telai a quattro licci,
preziosi manufatti con fibre e colori naturali o con tinture ve-
getali: davanti agli occhi sfilano tappeti, magnifici arazzi, borse
e stole, coperte di lana pregiata, asciugamani, tovaglie, coprilet-
ti esclusivi e sciarpe in cashmere con vecchi motivi o disegni piu
attuali. Ogni prodotto realizzato dalle donne di Casamassella &
contrassegnato da un’etichetta, a garanzia di eccellenza e qua-
lita, pronta a soddisfare gusti ed esigenze della clientela pit1 at-
tenta.

Obiettivo generale - Detto progetto, denominato PLAUTO, ha

come obiettivo generale lo sperimentare, il promuovere e I'imple-

mentare competenze, procedure e modelli organizzativi innovativi
finalizzati al recupero e alla valorizzazione commerciale delle lane
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ovine di Puglia, in un’ottica di diversificazione multifunzionale del-
le imprese agricole compatibile con gli attuali sistemi agricoli, so-
stenibile in termini economici ed ambientali e in grado di generare
ricadute in termini di aggregazione orizzontale degli allevatori, in-
tegrazione verticale in micro-filiere, creazione di nuove opportu-
nita di lavoro e promozione territoriale.

Obiettivi operativi

1. Promuovere la ricostruzione di micro-filiere di trasformazione
tessile della lana ovina in chiave innovativa, con attenzione agli
aspetti di
a. sostenibilita ambientale; presidio e conservazione dei pae-

saggi (legame pascolamento/conservazione paesaggi pseu-
do-steppici di interesse naturalistico) e della biodiversita
vegetale e animale (anche biodiversita domestica: razze ovi-
ne pugliesi autoctone a rischio di estinzione)

b. legame storico, culturale e vocazionale con il territorio; re-
cupero di antichi saperi (es. filatura manuale) e professio-
nalita di rinnovato interesse (es. tosatori); tracciabilita di
processo e di prodotto

c. micro-imprenditorialita (soprattutto giovanile e femmini-
le), diversificazione delle attivita produttive nelle imprese
agricole (quale sostegno al reddito e incentivo al non ab-
bandono), aggregazione orizzontale e integrazione vertica-
le per il rafforzamento del sistema territoriale.

2. Sperimentare, su una pitt ampia dimensione inter-provinciale,
il modello organizzativo di raccolta, pre-selezione e smistamen-
to della lana adottato con successo a livello inter-comunale nel
contesto di una precedente esperienza progettuale, quale pre-
messa per la creazione di un centro di competenza regionale.

3. Acquisire elementi conoscitivi teorici e applicativi relativi alle
possibilita di valorizzazione commerciale della lana in ambiti
innovativi alternativi al settore tessile (bioedilizia, orto-floro-
vivaismo).

DESCRIZIONE SINTETICA DEL PROGETTO - La proposta

progettuale nasce da una approfondita conoscenza del territorio e

delle problematiche/opportunita del comparto di allevamento ovi-

no da parte di tre dei quattro partner di progetto, i quali vantano
precedenti esperienze di collaborazione in questo ambito. Essa si
pone come obiettivo generale lo studio di fattibilita, la promozione

e 'implementazione di azioni innovative finalizzate al recupero e

alla valorizzazione commerciale delle lane ovine di Puglia, in un’ot-

tica di diversificazione multifunzionale delle imprese agricole com-
patibile con gli attuali sistemi agricoli, sostenibile in termini econo-

mici ed ambientali e in grado di generare meccanismi indiretti di

aggregazione orizzontale degli allevatori e di integrazione verticale

in micro-filiere.

Le azioni di progetto, identificate sulla base degli obiettivi operati-

vi, sono di seguito sinteticamente schematizzate:

A. Costituzione di un centro inter-provinciale di raccolta, pre-se-
lezione e smistamento della lana, quale primo passo verso la
creazione di un centro in grado di operare sull’intero territorio
regionale.

Sulla base dell’esperienza maturata nel precedente triennio, il

Consorzio “Murgia Viva” catalizzera intorno a sé oltre 80 alle-

vatori del comprensorio Bari/BAT, per un quantitativo com-

plessivo annuo di oltre cinquanta tonnellate di lana e svolgera il

ruolo di raccordo, di indirizzo e di operativita concreta nelle at-
tivita di aggregazione dell’offerta, di gestione dei flussi materia-

li e delle operazioni di selezione della materia prima, di colloca-

zione commerciale del prodotto, di promozione e valorizzazio-
ne delle lane di Puglia e degli aspetti culturali e territoriali ad es-
se connesse. Il Consorzio sara affiancato dall’Az. Agr. Elli Car-
rino, che svolgera la propria preziosa azione di supporto relati-

vamente al coinvolgimento degli allevatori della provincia di

Foggia, tradizionalmente sede dell’allevamento della razza pu-

gliese autoctona Gentile di Puglia, apprezzata fin da epoca ro-
mana per la qualita della fibra tessile che dalla sua lana puo es-
sere realizzata. UAz. Agr. Carrino vanta, analogamente al Con-

sorzio “Murgia Viva’, una storica competenza allevatoriale e ve-
terinaria, una fitta rete di contatti con il territorio ed una signi-
ficativa attenzione agli aspetti della multifunzionalita, unita-
mente ad una pregressa esperienza nella direzione della valoriz-
zazione e promozione della lana di Gentile di Puglia.

B. Definizione di un disciplinare di produzione delle “Lane di Pu-

glia” quale primo passo per la qualificazione, la riconoscibilita e
la tracciabilita di prodotto.
Il disciplinare, snello nella sua impostazione, sara incentrato sui
principali aspetti gestionali in grado di influenzare le proprieta
qualitative della lana (benessere, igiene, alimentazione, tipo ge-
netico), con particolare enfasi sugli aspetti legati al momento
della raccolta (tosatura, cernita e imballaggio). Saranno inoltre
implementati indicatori di sostenibilita ambientale, quali di-
sponibilita di terreni a pascolo, ricorso al pascolamento e cari-
co di bestiame per ettaro, al fine di premiare gli allevatori vir-
tuosi e incentivare alle buone pratiche zootecniche gli allevato-
ri meno virtuosi.

C. Creazione di una micro-filiera pilota di trasformazione tessile
delle “Lane di Puglia”. Saranno esplorati due diversi segmenti
produttivi e di commercializzazione:

i. Il primo sara incentrato sulla realizzazione di prodotti tessi-
li artigianali di fascia alta, realizzati con telai professionali,
lavorazione interamente manuale e pattern della tradizione
salentina rivisitati in chiave contemporanea. La lavorazione
sara realizzata presso il laboratorio artigianale di Uggiano La
Chiesa gestito dalla Fondazione “Le Costantane”. Nonostan-
te Pattenzione e la sensibilita nei confronti della promozio-
ne dei territori locali, attualmente la Fondazione impiega fi-
lati di provenienza sarda a causa dell’irreperibilita sul mer-
cato di materia prima interamente pugliese. L'utilizzo di fi-
lati ottenuti da lana di ovini pugliesi consentira, alla Fonda-
zione, di potenziare il legame territoriale delle gia pregiate
produzioni tessili e, al Progetto, di sperimentare problemati-
che e punti di forza della micro-filiera locale, con particola-
re riferimento agli aspetti di commercializzazione dei pro-
dotti. Tutti gli aspetti tecnici legati alle operazioni di lavag-
gio, cardatura e filatura della lana saranno, per motivi di im-
posizioni normative e per assenza, al momento, di realta
operanti sul territorio regionale, affidati al Consorzio “The
Wool Company” di Biella.

ii. Il secondo segmento produttivo sara incentrato sul processo
di lavorazione del filato di lana e sulla commercializzazione
dei manufatti artigianali direttamente presso le aziende agri-
cole, agrituristiche e loro consorzi. I manufatti saranno rea-
lizzati impiegando telai manuali da tavolo. La Fondazione
“Le Costantine” sara coinvolta in questa fase nelle operazio-
ni di “concept design”, di indagine finalizzata al recupero di
pattern della tradizione contadina degli areali di Bari/BAT e
di Foggia e di affiancamento alle aziende agricole per gli
aspetti associati alle tecniche di tessitura.

D. Indagine conoscitiva sulla possibilita di impiego di scarti di la-

na in bio-edilizia.
Analisi della domanda di isolamento termico in Italia. Stato del-
Parte dell’offerta di isolanti termici in lana naturale (processo
produttivo e tipologie merceologiche realizzate, prestazioni ter-
miche, attori coinvolti, margini di guadagno).

E. Sperimentazione sull'impiego di dispositivi di lana da cascami
di lavorazione tessile da utilizzare come pacciamanti nell’indu-
stria orto-floro-vivaistica, in sinergia con I'utilizzo di molecole
di derivazione naturale (tannini) ad azione anti-nematodica.

F. Azioni di disseminazione e trasferimento

Approccio metodologico - Il Progetto & incentrato su due

principi metodologici di carattere generale, adottati sulla base del-

le positive esperienze pregresse del partenariato, in particolare nel
contesto del Progetto PARTNERSHEEP: approccio di tipo parte-
cipativo e work-based learning. Il coinvolgimento e la partecipa-
zione attiva di tutti gli stake-holders ha dimostrato, infatti, di es-
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sere il pre-requisito indispensabile per la riuscita di iniziative ana-

loghe. Per tale motivo, nel Progetto ¢ dato ampio spazio ai mo-

menti formali e informali di confronto e di sintesi tra i diversi

portatori di interesse. Pur a fronte di una pianificazione razionale

e mirata delle azioni di Progetto, siamo consapevoli che le pecu-

liarita della proposta, la sua impostazione molto orientata verso il

trasferimento operativo pitt che sulla sperimentazione in senso

tradizionale, unitamente alla complessita ed eterogeneita delle fi-

gure coinvolte, comportera una notevole flessibilita e capacita di

adattamento delle azioni agli obiettivi prefissati. Cio non sara co-

munque realizzato a scapito della qualita del progetto, garantita

attraverso l'identificazione e il soddisfacimento di indicatori

obiettivi e misurabili di risultato.

Ai due principi generali sopra elencati, se ne aggiunge un terzo, re-

lativo alla coerenza della proposta progettuale con le politiche loca-

li, regionali, nazionali e comunitarie.

Beneficiari diretti (target group)

Aziende agricole, agrituristiche e loro consorzi, Masserie Didattiche

Lavoratori agricoli stagionali specializzati (tosatori e selezionatori)

Enti/imprese operanti nel settore tessile (es. Consorzio “The Wool

Company”, Fondazione “Le Costantine”)

Enti/imprese operanti nel settore edile e degli isolanti termoacustici

Enti/imprese operanti nel settore orto-floro-vivaistico

Enti territoriali e amministrazioni pubbliche

Beneficiari finali

o Az.agricole, agrituristiche, loro consorzi, Masserie Didatt., giova-
ni e donne inoccupati: opportunita di micro-imprenditorialita
nel settore della trasformazione tessile laniera artigianale e dell’a-
nimazione territoriale; diversificazione produttiva e integrazione
al reddito

e Tessuto produttivo pugliese: possibilita prospettica concreta di
creare centro raccolta, selezione e commercializzazione di lana su
asta internazionale, con allargamento all'intero bacino di ap-
provvigionamento del Sud Italia; possibilita di sviluppare mini-
comparto integrato di trasformazione tessile delle “Lane di Pu-
glia; possibilita di avviare collaborazioni con realta extra-regio-
nali gia operanti, per trasferimento tecnologico nel settore della
bio-architettura; possibilita di trasferimento di innovazione di
prodotto al comparto orto-floro-vivaistico pugliese

¢ Enti territoriali e amministrazioni pubbliche: dialogo interistitu-
zionale, mainstreaming verticale e sintesi tra approcci bottom-
up/top-down

e Societa civile

Principali risultati attesi

Accanto ai risultati tangibili (deliverables, sez. C.9), il Progetto con-

sentira di realizzare una serie di risultati di carattere maggiormente

immateriale di seguito schematizzati:

e acquisizione di nuove conoscenze e competenze, tecnologie, pro-
cedure e buone pratiche, implementazione di nuovi modelli or-
ganizzativi

e aggregazione orizzontale (es. adesione a campagna di raccolta e
disciplinare “lane di Puglia”) e verticale (creazione micro-filera
tessile artigianale), rafforzamento del dialogo interistituzionale
e con il mondo produttivo (es. a livello di Comitato di Indiriz-
zo di Progetto e di tavoli tecnici di discussione), integrazione
delle policies

e valorizzazione commerciale

e conservazione, animazione e promozione territoriale

e promozione della creazione di nuove opportunita di reddito e di
impiego (es. selezionatori lana, responsabile di coordinamento e
gestione centro di raccolta lana, operatori esperti nella tessitura a
mano a telaio professionale/da tavolo, tecnici esperti di anima-
zione in agriturismi e masserie didattiche...)

Tabella 1

Azioni Titolo Tipologia

Lancio dell’iniziativa e della .
1 . preparatorie
campagna di raccolta della lana

Costituzione di un centro inter-

S . . ricerca/
2 provinciale di raccolta, pre-selezione .
. sviluppo
e smistamento della lana
Definizione del disciplinare ricerca/
3 di produzione sviluppo
delle “Lane di Puglia”
Creazione di una micro-filiera .
- . . . ricerca/
4 pilota di trasformazione tessile sviluppo
delle “Lane di Puglia” PP
Indagine conoscitiva su possibilita .
A . o ricerca/
5 di impiego di scarti di lana viluppo
in bio-edilizia PP
. Spen.mgntazmne su impiego ricerca/
6 di scarti di lana per pacciamature .
sviluppo

innovative nell’orto-floro-vivaismo

Azioni di trasferimento e .
7 . . L trasferimento
animazione territoriale
coordinamento

e monitoraggio

Azioni di coordinamento
€ monitoraggio

o sensibilizzazione della societa civile sui temi del riconoscimento
sociale della figura dell’allevatore, sul ruolo di custode del terri-
torio e dei saperi tradizionali che esso svolge.

Innovazioni attese (deliverables)

Costituzione di un centro inter-provinciale di raccolta, pre-selezio-
ne e smistamento della lana (primo passo verso un centro re-
gionale e verso la creazione del Consorzio “Lane di Puglia”); In-
novazione: di conoscenze e competenze, tecnologica, di proce-
dure, di modelli organizzativi.

Definizione di un disciplinare di produzione delle “Lane di Puglia”,
quale strumento di diffusione di buone pratiche, di garanzia di
qualita e rintracciabilita, di sostenibilita ambientale, di valoriz-
zazione commerciale. Innovazione: di conoscenze e competen-
ze, di procedure.

Relazione tecnica e prototipi (manufatti artigianali) ottenuti in se-
guito alla creazione di una micro-filiera pilota di trasformazio-
ne tessile delle “Lane di Puglia” (due segmenti produttivi e di
commercializzazione: segmento alto -Le Costantine- e segmen-
to intermedio -aziende agrituristiche e masserie didattiche-. In-
novazione: di conoscenze e competenze, tecnologica, di proce-
dure, di modelli organizzativi.

Report sull’indagine conoscitiva in merito alle possibilita di impie-
go di scarti di lana in bio-edilizia. Innovazione: di conoscenze e
competenze.

Report sulla sperimentazione sull'impiego di scarti di lana per pac-
ciamature innovative nell’orto-floro-vivaismo. Innovazione: di
conoscenze e competenze, tecnologica, di procedure.

Sintesi del progetto - La tabella 1 riporta I’Articolazione della

proposta progettuale.

1 The native sheep’s wool: The project “PLAUTO”
in Apulia

Key words: sheep’s wool, landscape safeguard, wool sustainable
supply chain.
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Progetto “PartnerSheep” nell’Area

del Parco Nazionale dell’Alta Murgia
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A. DIBENEDETTO?, E. PIERAGOSTINI*

' Consorzio Murgia Viva; 2 Agronomo - Libero Professionista;
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Parole chiave: Recupero della lana di pecora, Salvaguardia del
paesaggio, Filiera produttiva sostenibile.

INTRODUZIONE - In Italia, gli allevati di ovini e caprini ammon-
tano ad oltre 7,1 milioni di capi (fonte ISTAT 2013); il dato nazio-
nale evidenzia un processo di contrazione dei capi allevati con un
decremento del 21% rispetto al 1990. Questotrend ¢ riconducibi-
lead alcuni complessi problemi sanitari ed economici, difficilmente
risolvibili, nonostante i massicci interventi pubblici. Nel nostro
Paese, gli ovini rappresentano poco pit dell’88% (6.322.871capi)
mentre i caprini quasi il 12% (796.715 capi).

La tabella 1 riporta il numero dei soggetti censiti in Puglia annual-
mente a partire dal 2002 e ne fotografa il calo che avuto un impat-
to notevole sulla gia fragile e segnata economia pugliese legata alla
cultura agro- pastorale.

La lana ovina sucida ha sempre rappresentato per la cultura e tra-
dizione Pugliese un prodotto importante, ed in particolar modo in
aree marginali come quella del Parco Nazionale dell’Alta Murgia,
arrivandonel secolo scorso, a costituire la voce principale del pro-
dotto lordo vendibile di un gregge. Purtroppo oggi, a causa delle va-
riazioni degli usi, delle abitudini e delle esigenze del mercato rivol-
to a prodotti di natura sinteticasi & avuto un notevole calo del valo-
re di questo prodotto portandolo a diventare un sottoprodotto di
scarsissimo valore commerciale e spesso un rifiuto. La perditadegli
allevamenti ovini e/o caprini potrebbe causare la morte di uno dei
settori trainanti che da sempre sono di supporto anche al turismo
locale ed eno-gastronomico ancora pitt oggi che le aree marginali
dove avviene I'allevamento rientrano in aree naturali ad alta valen-
za naturalistica e paesaggistica; andando poi indietro con gli anni
(inizio secolo scorso) e recuperando la memoria culturale e storica
ritroviamo 'uso fondamentale della lana, prodotto della tosatura

Tabella 1 - Consistenza del bestiame ovino e caprino (N capi) -
Puglia.

Anno Ovini Caprini
2002 236271 47872
2003 205188 38137
2004 222061 42950
2005 203085 38192
2006 223895 42183
2007 221505 40568
2008 221367 41660
2009 216549 41610
2010 218214 42701

2011 218593 41218
2012 213797 30700
2013 222712 37676

che dopo oculate fasi di lavaggio, cardatura, filatura diventava un
prezioso materiale con cui i nostri avi riuscivano a fare di tutto: dai
materassi e cuscini in primis, a calze, coperte, maglie che servivano
per proteggersi dai freddi e secchi inverni che segnavano la zona
dell’Alta Murgia.

Ad oggi non esiste un mercato per la lana che spesso diventa uno
scarto difficile da smaltire. Tuttavia nel 2010, la convinzione che i
prezzi di ritiro della lana spuntati dagli allevatori fosse inferiore ri-
spetto al potenziale valore del prodotto e che tale situazione potes-
se essere invertita solamente se legata ad un processo non solo di
miglioramento qualitativo della materia prima, ma anche di parte-
cipazione attiva da parte degli allevatori ha spinto un gruppo nove
di allevatori riunitisi in societa consortile, il Consorzio “Murgia Vi-
va” a promuovere un’iniziativa di raccolta cui hanno risposto 30 al-
levatori; 1 risultati di questa azione hanno messo in evidenza come
laggregazione abbia consentito di ottenere una massa critica pari a
quasi 16 t. di lana con conseguente a recupero di una somma attra-
verso la vendita del prodotto. La somma ottenuta comunque non
ha potuto coprire i costi dovuti all’operazione di tosatura (vedi Tab.
2), ma ha permesso di indicare la strada da seguire per ottenere in
futuro, almeno la copertura dei costi. Cosi I'anno successivo il Con-
sorzio “Murgia Viva” sollecita la collaborazione dell’Ente Parco Na-
zionale dell’Alta Murgia, I'Universita degli Studi di Bari ed il Con-
sorzio “The Wool Company” di Biella. Nasce cosi il Progetto trien-
nale denominato “PartnerSheep”, iniziato nel 2012, il quale mira al-
lutilizzo del prodotto “lana sucida” senza grosse variazione nella
normale attivita aziendale e senza grossi contributi finanziari che
avrebbero potuto alterare sia il mercato che la volonta seria di par-
tecipare ad un Progetto partecipativo del tipo bottom-up. Il proget-
to mira anche a dare agli allevatori la consapevolezza di essere i
principali attori all'interno del Parco Nazionale dell’Alta Murgia,
attraverso un approccio necessario a migliorare le politiche di ge-
stione del territorio da parte dell’Ente Parco ed individuare la ge-
stione aziendale ideale dal punto di vista agro-ambientale da realiz-
zarsi al suo interno.

Tabella 2 - Valore economico del costo per la tosa.

Q.ta di lana prodotta '€2zo medio di mercato ,0sto Operatore
Provincia Comuni Capi 2011  (mediain Kg) (0,30 Euro a Kg) (Euro 1,3 a capo)
Minervino Murge 8.259 14.040 €4.212,09 € 12.388,50
BAT Spinazzola 6.022 10237 €3.071,22 €9.033,00
Andria 6.225 10.583 €3.174,75 €9.337,50
Altamura 18.933 32.186 €9.655,83 €28.399,50
Toritto 289 491 €147,39 €433,50
Poggiorsini 223 379 €113,73 €334,50
Corato 1.861 3.164 € 949,11 €2.791,50
- Ruvo di Puglia 6.475 11.008 €3.302.25 €9.712,50
Bitonto 2511 4.269 €1.28061 €3.766,50
Gravina in Puglia |  4.619 7.852 €2.355,69 €6.928,50
Santeramo In Colle 9.520 16.184 € 4.855,20 € 14.280,00
Cassano delle Murge |  1.827 3.106 €931,77 €2.740,50
Grumo Appula 1.493 2538 €76143 €2.239,50
TOTALE 68.257 116,037 €34.811,07 €102.385,50
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Soggetto promotore - La Societa Consortile “Murgia Viva” a.r.L.,
costituita da 12 soci, opera e lavora da diversi anni nell’ambito del-
la valorizzazione del patrimonio ovino e caprino nel suo comples-
50, per il miglioramento dei metodi di allevamento, alimentazione,
management aziendale e benessere animale, per la promozione del-
le risorse storiche, culturali, turistiche, enogastronomiche, ambien-
tali e produttive legate all'identita del territorio e per favorire socia-
lita e partecipazione nel settore agro-zootecnico, realizzando atti-
vita di promozione sociale e culturale.
Diverse sono le esperienze maturate nel campo della collaborazio-
ne scientifica con diversi Enti Pubblici di ricerca come I'Universita
degli Studi “Aldo Moro”, 'Ente Parco Nazionale dell’Alta Murgia,
con la Regione Puglia con I’Assessorato all’Agricoltura, con gli Isti-
tuti Zooprofilattici di diverse Regioni (Puglia e Basilicata, Sicilia,
Marche ed Abruzzo, Sardegna).
Lo statuto del Consorzio e gli indirizzi dello stesso si pongono co-
me obiettivo principale quello di permettere una crescita degli as-
sociati devolvendo parte degli utili ad attivita di ricerca, studio e
promozione delle attivita degli associati oltre a permetterne la cre-
scita dal punto di vista delle competenze e capacita nella gestione
aziendale al fine di poter ottenere prodotti con alta qualita e lega-
ti alla tradizione del luogo che permettono di aumentarne il valo-
re aggiunto.

Soggetti partecipanti

1) 1l “Parco nazionale dell’Alta Murgia”, istituito nel 2004, ¢ una
area naturale protetta situata in Puglia, nelle province di Bari
e di Barletta-Andria-Trani ¢ il pitt ampio Parco Rurale d’Ttalia.
Caratterizzato da un paesaggio suggestivo costituito da lievi
ondulazioni e da avvallamenti doliniformi, con fenomeni car-
sici superficiali rappresentati dai puli e dagli inghiottitoi. Il
substrato ¢ costituito da calcare creataceo, generalmente rico-
perto da calcarenite pleistocenica. E una delle aree substeppi-
che pit vaste d’Ttalia, con vegetazione erbacea ascrivibile ai Fe-
stuco-brometalia. E presente la pitt numerosa popolazione ita-
liana della specie prioritaria Falco naumanni ed ¢ una delle
pitt numerose dell’Unione Europa. Abbraccia un’area a forte
vocazione pastorale ovi-caprina. Purtroppo 'andamento del
numero di capi (Tab. 2 e Graf. 1) nei diversi comuni facenti
parte del Parco Nazionale dell’Alta Murgia per il quadriennio
2008-2011 sta progressivamente riducendosi, anche se vi sono
alcune eccezioni nei comuni di Minervino Murge, Spinazzola
e Santeramo in Colle.

2) Il Consorzio “Biella The Wool Company”, primo e unico Cen-
tro di Raccolta di Lane Sucide autorizzato dal dipartimento sa-
nitario della Regione Piemonte, che riconosce al Consorzio I'i-
doneita come Impianto di Transito di Categoria 3, di cui all’ar-
ticolo 10 del Regolamento CE/1774/2002 per il deposito, la cer-
nita e frazionamento di lane sucide. Il progetto Centro Raccol-
ta Lana ¢ stato studiato in collaborazione con la Camera di

Tabella 3 - Variazione numero capi per Comune - Area Parco.

Provincia [Comuni Capi 2008 |Capi 2009 [Capi 2010 |Capi 2011
Minervino Murge 7.949 7.172 8.050 8.259
BAT  |Spinazzola 5.117 5.094 5.198 6.022
Andria 8.778 8.433 8.725 6.225
Altamura 21.498 | 20.551 19.017 | 18.933
Toritto 218 321 310 289
|Poggiorsini 223 223 223 223
Corato 2.558 2.075 2.157 1.861
BA Ruvo di Puglia 6.909 7.293 7.185 6.475
Bitonto 2.511 2.564 2.794 2.511
Gravina in Puglia 4.662 4.482 4.462 4.619
Santeramo in Colle 8.387 8.277 7.545 9.520
Cassano delle Murge | 2.880 2.724 1.944 1.827
Grumo Appula 1.592 1.516 1.410 1.493
TOTALE 73.282 | 70./25 | 69.020 | 68.257
Fonte ASL

Consistenza Ovini Comuni Area Parco
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Grafico 1 - Variazione consistenza ovini Area Parco.

Commercio di Biella e altri Enti distribuiti sul territorio Italia-
no. Una gestione completa di un sottoprodotto di categoria 3 —
dalla pecora al mercato.

Obiettivo - Lobiettivo primario del progetto & la valorizzazione del
patrimonio ovino nel suo complesso e la promozione delle risorse
storiche, culturali, turistiche, enogastronomiche, ambientali e pro-
duttive legate alla lana locale e all’identita del territorio; in questo
modo il progetto prende forma all’interno di una logica di svilup-
po sostenibile e la sua tipicita contribuisce ad identificarlo e ren-
derlo riconoscibile.

MATERIALI E METODI - Le linee di gestione e di sviluppo di un

territorio possono essere tracciate secondo processi decisionali ed

applicativi di diverso genere, riconducibili, pero, a due categorie
ideali.

1. Nella prima si collocano i modelli basati su imposizioni dall’al-
to, in cui le scelte sono demandate esclusivamente al decisore
pubblico, che le mette in atto mediante strumenti coercitivi
(command and control) come regole, controlli e sanzioni a cui
sono soggette le popolazioni locali.

2. Nellaltra rientrano i modelli partecipativi, in cui la definizio-
ne delle linee d’azione e la loro attuazione si basano sulla fat-
tiva collaborazione dei soggetti locali sui quali queste scelte ri-
cadono.

Il Progetto si ispira a questa seconda tipologia ed & incentrato su

un principio metodologico di carattere generale il cui approc-

cio partecipativo ¢ del tipo bottom-up. Quattro sono gli ap-
procci per la ricerca partecipata presi in considerazione al fine

di trovare una disponibilita concreta delle aziende a condivide-

re il Progetto “PartnerSheep™

a) Contrattuale: I promotori contrattano con gli agricoltori i
quali forniscono ad esempio terra, servizi o informazioni;

b) Consultivo: I promotori consultano gli agricoltori per capi-
re i loro problemi e sviluppare possibili soluzioni;

¢) Collaborativo: I promotori e gli agricoltori collaborano
insieme come partner nei processi di realizzazione del
Progetto;

d) Collegiale: I promotori lavorano per rafforzare la ricerca
informale degli agricoltori e sistemi di sviluppo in aree ru-
rali.

Lo sviluppo di tale progetto e la sua metodologia sono basati in

gran parte sul secondo e terzo approccio ed in minima parte sul

quarto. Inoltre nell’ambito delle attivita di ricerca partecipata intra-
prese in tale progetto si & cercato di enfatizzare due aspetti della par-
tecipazione degli agricoltori e precisamente:

e La maggior parte degli allevatori ha notevoli e sviluppate cono-
scenze del proprio ambiente, delle colture che produce, dei me-
todi e pratiche produttive, delle caratteristiche agro ambientali
del proprio complesso aziendale;

e Gliallevatori si scambiano attivamente informazioni all’interno
di un network sociale.
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Le informazioni sul Progetto importanti per la sua implementazio-
ne sono diffuse attraverso il network sociale. Al fine del raggiungi-
mento degli obiettivi prefissati, il network sociale gioca un ruolo
fondamentale nell’adozione di nuove metodologie di gestione
aziendale che non possono essere realizzati da un singolo individuo,
specialmente se esse richiedono un’azione collettiva, come ad esem-
pio per il Progetto “PartnerSheep”. Le barriere sociali a questi scam-
bi esistono comunque. La diffusione di informazioni e innovazioni
potrebbe essere difficile fuori dal network e lo stesso gruppo po-

trebbe in alcuni casi creare una barriera. E importante tenere a

mente che gli allevatori non sono individui isolati, ma membri di

un network sociale, e questo network puo avere un ruolo impor-

tante nella diffusione delle informazioni.

Descrizione sintetica del Progetto - Fase 1: Corso di formazione

per cernitori ed allevatori - Per i tre anni di durata del progetto (2012,

2013, 2014), ’Ente Parco in collaborazione con il Consorzio “Murgia

Viva’,promuove l'organizzazione di un corso (Foto 1) indirizzato

prevalentemente agli allevatori e tosatori e teso alla diffusione della

cultura della raccolta e della cernita. La formazione ha anche I'obiet-

tivo di sensibilizzare gli ovinicoltori della Murgia circa la necessita di

operare insieme e presentarsi sul mercato come un unico interlocu-

tore del territorio murgiano. Tale attivita si tiene presso la Sala confe-
renze dell’Ente Paro Nazionale dell’Alta Murgia a Gravina in Puglia

(Ba) prima dell’inizio della “campagna di tosa”. La formazione viene

tenuta dai referenti del Consorzio “Murgia Viva”. Durante tale atti-

vita si procede all’esplicazione delle seguenti tematiche:

a) Presentazione delle problematiche relative alla fase di tosa e rac-
colta (tipologia e modalita di raccolta, qualita della lana, pre-
senza di rifiuti nei balloni, ritardi nel trasporto e consegna ai
centri di raccolta, scarsa voglia di alcuni allevatori di collabora-
re etc.); buone prassi di tosatura e raccolta della lana in azien-
da; modalita di stoccaggio ed invio della lana;

b) gestione, lavorazione e vendita della lana sucida.

Fase 2: Raccolta lana - Nel corso delle due passate stagioni di tosa

(2012 e 2013), ogni balloneconsegnato ¢ stato marchiato con il lo-

go del Parco dell’Alta Murgia e del Consorzio e con i dati identifi-
cativi dell’allevatore (Foto 2) che derivano dal suo codice aziendale
ASL costituito da 10 caratteri alfanumerici che indicano: Provincia,
Comune di provenienza e per finire il numero univoco della ditta e
che servira per avere tutte le indicazioni relative al lotto di perti-
nenza. | prodotto ¢ stato conferito dagli allevatori presso tre centri
di raccolta presenti in tre comuni del Parco (Minervino Murge, Al-
tamura e Santeramo in Colle). La raccolta ¢ stata coordinata dai re-
ferenti del Consorzio “Murgia Viva’, i quali ne hanno curatotutte le
fasi: dal carico alla registrazione ed archiviazione di tutti i dati.
Fase 3: La lana, inviata al centro di raccolta di biella - La lana invia-
ta alla “The Wool Company” di Miagliano (Bi) in vari viaggi entro
fine settembre & stata selezionata, re-imballata e testata per essere
venduta su asta internazionale. U'importo cosi ottenuto, dedotti i
costi di gestione, selezione, analisi e imballaggio ¢ stato reso agli al-
levatori insieme ad un rapporto personalizzato, detto “pagella” (Fig.
1), con le motivazioni della valutazione ottenuta.
Fase 4: Sensibilizzazione e organizzazione eventi - Durante i due an-
ni di progetto gia trascorsi, sono state organizzate manifestazioni ed
eventi di animazione territoriale, correlate alle attivita legate alla
pratica della tosatura ed all’allevamento ovino (festa della tosa, pa-
scolo con pecore lungo i tratturi, etc.) il tutto gestito in collabora-
zione con i gruppi CEA, con il Consorzio Puglia in Masseria e le As-
sociazioni che lavorano in campo ambientale ed agricolo.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Inizialmente per la prima an-
nualitd (2012) si era stimato che si sarebbe potuto ottenere una
quantita di lana pari a 16 t. In realta i risultati sono stati superiori
alle aspettative, raggiungendo un valore di circa 32 t. nel 2012 e 40
t. nel 2013 con una crescita dell’80% nel 2012 rispetto al 2011 e di
un’ulteriore 20% nel 2013 rispetto al 2012. Anche il numero di
aziende @ cresciuto negli anni passando dalle iniziali 30 aziende nel
2010 a circa 80 nel 2013 (Graf. 2).
Liniziale reticenza & venuta meno nel momento in cui 'organizza-
zione delle attivita (corso di formazione, visite aziendali, contatti e
gestione della raccolta) e la notevole attivita mediatica da parte del-
PEnte Parco e dei componenti del

Progetto ha mostrato la volonta e la
ANA cloa = s convinzione di procedere nelle attivita
Anno Data Cliente Codice Batch in maniera seria, professionale e nel-
2013 211113 Dt Gr - C I ITOO1BAO26 . . .
dibas . emstin. Dottica di ottenere un risultato a favo-
- o [ Balis Prassate | Balle Normall Sacehi Total re non solo del prodotto lana, ma del-
n° coll
Kg Lordi o 1297 ) 1297.0 Pintera economia dell’azienda.
T nscontr; 0 32 [s] 320 LN
o . = s = 12655 La coerenza del progetto non solo si &
basata sulla valorizzazione economica
Seiscionets Chisro Scchisto e D Totel e sociale della lana sucida, ma in una
piti ampia volonta di sviluppo socio-
Kg Netti 1260 o 3 12650 economico del Parco, finalizzato alla
— - - - promozione de,lle attivita agflcole tra-
Chiara 1 1 2 2 3 3 dizionali, dell’agricoltura integrata,
> .
. I T I =5 T 555 [ T 1 d.el'l allevam.ento Zootecn}co, de.11e at-
A ——— S e  Oviiario tivita agro-silvo-pastorali, nel rispetto
i [ 550 T . I =5 I o8 1 delle finalita di conservazione del pa-
trimonio naturalistico, ambientale,
Moretta 7 Fine - . .
Kgs [ 3.0 | 0.0 ] paesaggistico e culturale.
Importanti sono stati anche i risultati
Kgs. Idonel Totall c N
economici raggiunti.Come si pud no-
scarse s Caccole - v Scopshre tare dal grafico 3, nei primi due anni
Kos [ 0.0 I 0.0 I 340 L 34,0 ] di attivita, fase non coordinata dagli
attori del Progetto e senza alcuna in-
Valutazione Grado di imbaillo A . . . .
Grado di preparazione A tervento di selezione e distinzione
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AeBions BoSimdsws Coctone della lana da parte del Consorzio di
Note Biella in base alla qualita e tipologia, il
Lana piuttosto fine merinizzata pulita da paghe e caccole. Buono l'aver imballato a parte . . .

.agnelli, ,moretta. E' un po’ meno fine dell'anno scorso. prezzo reso agh allevatori dai com-
mercianti locali era puramente sim-
bolico pari ad € 0,30 nel 2010 e a €
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Figura 1 - Pagella.

Nei due anni di sviluppo del Progetto
PartnerSheep, in cui i diversi tipi di la-
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Grafico 2 - Aumento aziende e quantita di lana Progetto.
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Grafico 3 - Valore corrisposto ad aziende.

na selezionata venivano valutati e venduti separatamente su asta in-
ternazionale si & potuto avere una variabilitd notevole tra le azien-
de, incentivando quelle che oltre ad avere lane merinos, lavoravano
meglio il prodotto in fase di tosa ed imballo.
I valori corrisposti dal mercato nel 2012 e nel 2013 sono stati diffe-
renti e hanno permesso di ottenere guadagni differenti in base alla
tipologia di lana raccolta come si puo evidenziare nella tabella e dai
grafici (Tab. 3 e Graf. 4 e 5) seguente:
11 valore aggiunto prodotto da tale Progetto ¢ stato quello di rende-
re consapevole l'allevatore dell'importanza della sua lana e delle
possibilita di migliorarne la qualita ed il prezzo, ponendosi in mo-
do critico nei confronti del mercato. Grazie a tale progetto Infatti si
¢ potuto dare inizio ad una vera valorizzazione del prodotto con la
realizzazione di gomitoli di lana “Made in Alta Murgia” (fig. 2) per
poter aprirsi ad un nuovo mercato ed ottenere un valore aggiunto
importante, premessa per la creazione di un indotto nuovo ad alto
valore non solo economico ma anche culturale.
Risulta inoltre notevole 'interesse manifestatoin generale dal con-
sumatore finale ed in particolare dai visitatori/escursionisti che
hanno potuto visionare ed acquistare il filato (gomitoli) all’interno
di alcuni agriturismi o aziende, oltre che nelle attivita didattiche co-
noscitive da queste realizzate.
Tale feedback positivo ad oggi necessita di essere incanalato in circui-
ti commerciali per poter aumentare il valore del prodotto, obiettivo
che si auspica verra centrato dal Progetto Lane Autoctone (PLAUTO)
finanziato dalla Regione Puglia che prendera il via nel 2015.
Accanto ai risultati tangibili, il Progetto ha consentito di realizzare
una serie di risultati di carattere maggiormente immateriale di se-
guito schematizzati:
e Riappropriazione di conoscenze e competenze, procedure e
buone pratiche ed implementazione di modelli organizzativi;
e rafforzamento del dialogo interistituzionale e con il mondo
produttivo;
e valorizzazione commerciale;

Tabella 4 - Pagamenti per classe di lana al kg.

Tipo Classe Anno 2012 Anno 2013
1° finezza €0,90 €1,20
2° finezza €0,60 €1,05
3° finezza €0,50 €0,90

L Fi Pezzami €0,10 €0,30
ane Fine Feltroni - €0,25
Ordinaria - €0,89

Paglioso - €0,45

Moretta - -€ 0,05

Lunga €0,45 €0,57

Feltroni €0,20 €0,30

Lane Ordinarie Moretta : €010 €010
Pezzami €010 €0,25

Pagliosa €0,20 €013

Caccole -€0,20 -€0,24

Pagamenti lana fine

—2013 —2012

Grafico 4 - Variazione pagamento lana fine nei due anni di progetto.
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Grafico 5 - Variazione pagamento lana ordinaria nei due anni di
progetto.

conservazione, animazione e promozione territoriale;
promozione della creazione di nuove opportunita di reddito e
di impiego (es. selezionatori lana, responsabile di coordina-
mento e gestione centro di raccolta lana, tecnici esperti di ani-
mazione in agriturismi e masserie didattiche...);

e sensibilizzazionedella societa civile sui temi del riconoscimento
sociale della figura dell’allevatore, sul ruolo di custode del terri-
torio e dei saperi tradizionali che esso svolge.

1 The project “PartnerSheep” in the area of Alta Murgia
National Park

Key words: Sheep’s wool, Landscape Safeguard, Wool Sustainable
Supply Chain.
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Aborti da ceppo atipico di Border Disease

in un gregge ovino siciliano

B. AMATO', M.T. CAPUCCHIO?, S.A. MIGNACCA', S. AGNELLO", A. ATANASIO?,
M. SCIUTO?, G. PURPARI', V. DI MARCO LO PRESTI', M. VITALE', A. GUERCIO'

' Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sicilia “A. Mirri” - Palermo
2 Dipartimento di Scienze Veterinarie, Universita di Torino, Grugliasco (Torino)

3SAS.Pn°4-Enna

Parole chiave: Pestivirus, Border Disease, ovini.

INTRODUZIONE - La Border Disease, & una malattia infettiva degli
ovini e raramente dei caprini sostenuta da un virus appartenente al ge-
nere Pestivirus, della famiglia Flaviviridae. 1 Pestivirus dei ruminanti
mostrano una bassa specie specificita con frequenti isolamenti delle 2
specie virali (BVDV-1, BVDV-2, BDV) da bovini, ovini e caprini.
Lanalisi filogenetica degli isolati virali sia di origine bovina (Decaro et
al., 2011) che ovina (Oguzoglu, 2009; Thabti et al., 2005) ha recente-
mente evidenziato la circolazione, anche in Italia, di ceppi atipici (pro-
posti come BVDV-3 o HoBi-like), che si differenziano significativamen-
te dalle specie classiche sia di BVDV che BDV.

Linfezione da BDV puo risultare asintomatica negli adulti, viceversa
quando colpisce animali in gestazione & responsabile di fenomeni di
aborto, mortalita neonatale, ipertricosi, tremori muscolari, ridotto ac-
crescimento e malformazioni. Gli autori descrivono un focolaio atipico
di Border Disease in un gregge di ovini di razza valle del Belice allevato
in Sicilia.

MATERIALI E METODI - Durante la stagione dei parti del 2012, in
un gregge di circa 380 ovini di razza Valle del Belice allevato nella pro-
vincia di Enna, si osservava la nascita sia di agnelli ben sviluppati che
presentavano irsutismo e tremori generalizzati (circa 30 soggetti) che
di animali disvitali (Fig. 1) o morti (circa 140 soggetti) su un totale di
circa 250 agnelli nati. Sospettata un’infezione da BDV, su 6 carcasse ve-
nivano eseguiti esame anatomo-istopatologico, esami virologici e bio-
molecolari. Si & contestualmente proceduto ad eseguire prelievi emati-
ci per indagini sierologiche sull’intero gregge.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - All’esame anatomo-patologico
venivano rilevati moderata enterite catarrale-emorragica, ipoplasia ti-
mica e aumento della convessita della volta cranica. I sintomi clinici e le
lesioni macroscopiche degli animali deponevano per infezione da Pesti-
virus. Uesame istologico mostrava grave rarefazione dei follicoli linfoi-
di timici, irregolare e grave disorganizzazione dello strato granulare e
delle cellule del Purkinje (Fig. 2). I successivi isolamenti virali ottenuti
dagli organi prelevati (polmone, encefalo, milza e cuore) confermavano
la presenza del BDV.

I campioni di sangue prelevati sono stati saggiati mediante un test ELI-
SA specifico per BD rilevando una positivita sierologica prossima al
100% (376 animali su 379). Il ceppo riscontrato e tipizzato in questo al-
levamento non ¢ risultato citopatogeno, tuttavia appartenente al BDV e
non al BVDV. Studi biomolecolari hanno messo in evidenza che questi
nuovi isolati formano un cluster distinto con elevata identita nucleoti-
dica (>82%) con ceppi tunisini.

1 An unusual strain of BDV causing abortion
of sheep in a sicilian flock

Key words: Pestivirus, Border Disease, sheep.
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Parole chiave: adenocarcinoma, ovino, intestino.

INTRODUZIONE - Gli adenocarcinomi intestinali in medicina veteri-
naria non sono molto comuni, eccetto nella pecora. In questa specie in-
fatti & riportata un’alta prevalenza di tumori intestinali in Australia,
Nuova Zelanda e Scozia soprattutto negli animali di eta superiore a 5
anni che raggiunge anche il 2% (Simpson and Jolly, 1974; Mc Donald e
Leaver, 1965, Head, 1967). Negli altri Paesi si tratta di una lesione occa-
sionale forse per la scarsa attenzione che si pone all’esame necroscopi-
co o a causa della macellazione di animali pit giovani (Head et al.,
2002). In Ttalia le uniche segnalazioni risalgono a un caso del 1994 ed
uno del 2010 (Vitellozzi et al., 1994; Lepri et al., 2010). Si tratta di un
tumore maligno che origina dall’epitelio del lume e dei dotti delle nu-
merose ghiandole localizzate nello spessore della parete intestinale. So-
no pitt comuni nel piccolo intestino, soprattutto nel digiuno (Head et
al., 2002). Nelle forme piu avanzate da origine ad una sintomatologia
gastroenterica caratterizzata da diarrea e dimagrimento. L'eziologia ¢ si-
curamente multifattoriale anche se negli ovini si riscontra maggiore
prevalenza negli animali piti anziani, allevati in modo intensivo che in-
geriscono felce aquilina. Lingestione di felce non pare pero essere la
causa di insorgenza del tumore, ma forse solo un fattore stimolante la
crescita in quanto provoca immunodepressione permettendo alle cellu-
le tumorali di replicare (Head et al., 2002). Pud, comunque, coesistere a
patologie inflammatorie croniche ampiamente diffuse in questa specie,
che potrebbero divenire una causa predisponente per la sua insorgenza.
Gli autori descrivono tre casi di adenocarcinoma intestinale in pecore
provenienti da tre differenti allevamenti della Sicilia.

MATERIALI E METODI - 1l soggetto n° 1, proveniente da un alleva-
mento della provincia di Messina era rappresentato da una pecora adul-
ta meticcia. Il soggetto n° 2, proveniente da un allevamento della pro-
vincia di Trapani, era rappresentato da una pecora adulta di razza Valle
del Belice. Il soggetto n° 3, proveniente da un allevamento dalla provin-
cia di Agrigento, era rappresentato da una pecora adulta di razza Co-
misana. In tutti i casi, all’esame clinico, gli animali si presentavano ma-
gri, con diarrea cronica intermittente e spesso con un atteggiamento an-
talgico caratterizzato da falsa cifosi e arti posteriori divaricati. In segui-
to alla macellazione, ¢ stato eseguito un accurato esame anatomopato-
logico e campioni di tessuto venivano fissati in formalina tamponata al
10% e processati routinariamente per I’esame istologico.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Durante I’esame anatomopatolo-
gico del soggetto n° 1 i vasi linfatici delle anse intestinali apparivano in
preda a fenomeni di linfangite e linfagectasia. Veniva, inoltre, rilevata
una neoformazione di consistenza sodo- compatta e di colore bianca-
stro, a margini mal definiti che alterava il profilo della parete intestina-
le in prossimita del digiuno medio conferendogli un aspetto bitorzolu-
to. Al taglio mostrava un aspetto polipoide, sessile, e protrudeva nel lu-
me inducendone la stenosi. I linfonodi intestinali si presentavano au-
mentati di volume e al taglio mostravano delle aree lardacee, biancastre,
localizzate nella pars corticale. Uintestino del soggetto n® 2 mostrava
ispessimenti e coalescenze alla sierosa dell’abomaso, piccolo intestino e
milza e piccoli e medi granulomi a mesentere e fegato. A livello del di-

giuno medio, presentava un restringimento di colore biancastro, di
aspetto polipoide al taglio, seguito da ispessimenti di varie forme e di-
mensioni diffusi sull'intera parete. Neoformazioni polipoidi di minori
dimensioni si apprezzavano anche in prossimita della valvola ileo-ceca-
le. Anche i linfonodi mesenterici si mostravano interessati da lesioni ri-
conducibili a quelle riscontrate nella pecora meticcia. Le lesioni riscon-
trate nel soggetto n° 3 erano sovrapponibili a quelle riscontrate nel sog-
getto n° 1 eccetto che per il coinvolgimento di tratti pi1 estesi del di-
giuno medio e distale associato ad aree di sflancamento a monte della
lesione. Istologicamente, in tutti e tre i casi si osservavano proliferazio-
ni di cellule epiteliali anaplastiche organizzate in strutture tubulo-aci-
nose che invadevano la mucosa e la sottomucosa. In quest’ultima, spes-
so 1 lumi erano poco visibili ed erano presenti numerose cellule cali-
ciformi mucipare. I quadri si accompagnavano con rarefazione linfoide
e lievi emorragie ai linfonodi tributari. Nel soggetto n° 1 si osservavano
metastasi tubulo acinose presenti nei linfonodi meseraici, nel mesente-
re e nei vasi sanguigni adiacenti. Nel soggetto n° 2, inoltre, erano evi-
denti multifocali granulomi con centro calcificato e reazione infiam-
matoria non purulenta disseminata nel fegato e nel mesentere. Indagi-
ni microbiologiche e biomolecolari sono in corso per stabilire I'eziolo-
gia delle lesioni.

1 Three intestinal adenocarcinoma cases in sheep:
clinical and anatomopathological aspects

Key words: adenocarcinoma, sheep, intestine.
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Parole chiave: quinoa, pecora, latte, VOC, FAME.

INTRODUZIONE - La quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) & uno pseu-
docereale della famiglia delle Chenopodiacee, originario delle Ande e colti-
vato in America latina da oltre 5000 anni. E una pianta annuale dalle foglie
larghe, chiamata dagli Incas “madre di tutti i grani”. Questa specie ha recen-
temente guadagnato I'attenzione mondiale a causa della sua capacita di cre-
scere in varie condizioni di stress come salinita, acidita, siccita, gelo. La sua
granella & una ricca fonte di minerali, vitamine, con un alto livello di PUFA,
utili per gli esseri umani, e di proteine (13 - 22%) di alta qualita, che pre-
sentano un insieme equilibrato di aminoacidi essenziali (Gonzalez et al.,
1989). La letteratura sull’uso in zootecnia ¢ relativamente scarsa. I lavori pit
recenti riportano uno studio sui conigli e suini (Martens et al., 2012), men-
tre per gli ovini, riportano uno studio sull’effetto dell’'uso di sottoprodotti
della quinoa sulla fertilita di arieti (Vargas Benavides, 2007). Considerato il
suo valore nutrizionale, nell’ottica di un miglioramento della qualita nutra-
ceutica della produzione zootecnica, ¢ stato condotto uno studio per valuta-
re leffetto di una dieta a base di quinoa sulla qualita del latte ovino.
MATERIALI E METODI - La ricerca ¢ stata condotta a Foggia (76 s.l.m.)
presso il CRA-CER (parte agronomica) e 'azienda sperimentale del CRA-
ZOE, utilizzando 20 pecore di razza Sarda, distribuite in due gruppi, omo-
genei per peso (42£1,92kg) e giorni di lattazione (140£1,92 d). I gruppi so-
no stati alimentati ad libitum con una miscela di fieno Avena-Veccia (grup-
po AV) e con quinoa (cv. Regalona baer) (gruppo Q) allo stato fresco (ste-
lo, foglie e semi). Entrambi i gruppi hanno ricevuto il medesimo concen-
trato commerciale (400g/capo/d). Campioni individuali di latte sono stati
prelevati (in duplicato) per 3 giorni consecutivi nella quarta settimana di
prova. I composti organici volatili (VOC) del latte sono stati estratti con il
metodo dello spazio dinamico di testa secondo il metodo modificato da
Ciccioli et al. (2004) (GC/MS Agilent 7890A GC, MSD 5975C) e identifi-
cati attraverso la comparazione con gli spettri di massa della libreria Wiley
275. Gli acidi grassi metilici esterificati (FAME) sono stati estratti secondo
Bligh and Dyer (1959) e separati mediante GC (Varian 3800) dotato di de-
tector FID. Sono stati calcolati gli indici nutrizionali (Indice Trombogeni-
co0) e 'Health Promoting Index (Chen et al., 2004). Lelaborazione statisti-
ca ¢ stata eseguita con la procedura GLM (SYSTAT 13) e le medie sono sta-
te comparate per mezzo del Duncan multiple range test.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Dopo una fase di adattamento, le
pecore hanno appetito la dieta a base di quinoa, i risultati evidenziano
che il trattamento alimentare ha influenzato il profilo dei VOC e la
composizione di acidi grassi del latte ovino.

11 latte del gruppo Q ha mostrato un contenuto maggiore (P<0,05) per
le classi di idrocarburi e terpeni, rispetto al gruppo AV. Cio puo essere
in parte dovuto allo stato a cui I'alimento sperimentale & stato distri-
buito (fresco) rispetto alla dieta di controllo (fieno), e in parte alla qua-
lita aromatica della pianta, per la quale non esistono molti dati in lette-
ratura. Il profilo acidico del latte del gruppo Q ha mostrato differenze
altamente significative per quasi tutte le classi di FAME. In particolare,
sia gli acidi grassi insaturi sia i polinsaturi sono aumentati significativa-
mente (P<0,001); allo stesso modo il contenuto in CLA, oggetto di cre-
scente interesse per le sue proprieta antitumorali, & quasi raddoppiato,
mentre ’EPA ha mostrato solo una tendenza all’aumento. Di conse-
guenza, gli indici nutrizionali (IT e HPI) sono variati significativamen-
te (P<0,001) nel latte del gruppo Q. I risultati di questa prova hanno
evidenziato un miglioramento significativo della qualitd nutraceutica
del latte ovino. Nell’ottica di una zootecnia sostenibile e considerando
la richiesta del consumatore di prodotti zootecnici che contribuiscano
al proprio benessere, questi dati risultano interessanti per 'uso di que-
sta specie in zootecnica per la produzione di latte di qualita.

1 Effect of quinoa (Chenopodium quinoa Willd.) on the
aromatic and fatty acid composition of sheep milk

Tabella 1 - Effetto della quinoa sul profilo aromatico (VOC - u.a.)
del latte di pecora.

AV Q Effetto quinoa
Aldeidi 4,90 3,60 NS
Idrocarburi 3,66 b 511 a *
Alcoli 5,94 a 2,31b *
Terpeni 3,57 b 5,37 a *
VOC Totali 14,12 15,01 NS

Tabella 2 - Effetto della quinoa sul profilo degli acidi grassi nel lat-
te di pecora (% FAME e indici nutrizionali).

FAME AV Q Effetto quinoa
Saturi 67,65 a 61,07 b o
Insaturi 31,96 b 38,92 a e
Monoinsaturi 26,86 b 32,87 a e
Polinsaturi 5,01 b 6,05 a o
Omega-3 1,00 0,97 NS
Omega-6 3,71 a 3,29 b *
ALA 0,48 b 0,56 a >
CLA 0,38 b 0,58 a e
EPA 0,18 0,19 NS
DHA 0,22 a 0,15b *
Indici nutrizionali

IT 3,14 a 2,49 b o
HPI 0,44 b 0,63 a o

Effetto: NS = non significativo; * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001.
Lettere diverse sulla stessa riga (a,b) differiscono per P < 0,05.

Key words: quinoa, sheep, milk, VOC, FAME.
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Parole chiave: Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp., Cornigliese, preva-
lenza, in vitro.

INTRODUZIONE - La pecora Cornigliese (o del Corniglio) & una
razza da carne autoctona, originaria dell’alto Appennino parmense
(Emilia-Romagna). L'allevamento viene tradizionalmente condotto in
greggi transumanti fra le provincie di Parma, Reggio Emilia e Mode-
na. E una razza attualmente considerata a rischio di estinzione e si
contano circa 800 capi. Sarcocystis sp & agente responsabile di aborti
nella pecora e di gravi quadri di miosite e di encefalomielite nell’a-
gnello (Dubey e Rosenthal, 2013). Toxoplasma gondii, invece, & un no-
to agente abortigeno nell’ovino e una fra le zoonosi parassitarie tra-
smesse con il cibo pit1 frequente (Jones & Dubey, 2012). Entrambi i
parassiti possono causare gravi danni all’economia dell’allevamento
ovino. Lo scopo del presente studio ¢ di determinare la prevalenza di
infezione, I'isolamento in vitro e I'identificazione genetica di Sarcocy-
stis sp. e T. gondii in campioni prelevati in sede di macellazione di pe-
core di razza cornigliese.

MATERIALI E METODI - I campioni sono rappresentati da n.9 cuo-
ri di pecore di razza Cornigliese allevate nella provincia di Parma, sul-
I’Appennino Tosco-Emiliano. Da ogni campione ¢ stato prelevato meat
juice, ottenuto congelando a -20°C per 18-24 ore la punta del miocar-
dio, poi utilizzato per il test ELISA (ID SCREEN® TOXOPLASMOSIS
INDIRECT MULTI-SPECIES, IDvet). La restante parte del campione &
stata conservata sottovuoto a +4°C. Da tutti i campioni, positivi e ne-
gativi, & stato estratto il DNA (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit-In-
vitrogen). Solamente i campioni positivi al test ELISA sono stati semi-
nati su cellule VERO, dopo digestione acido-peptica (Zintl et al., 2009).
T. gondii & stato identificato mediante PCR utilizzando i primers TOX4
e TOX5 (Homan et al., 2000), mentre per Sarcocystis sp. si ¢ utilizzata
una PCR-RFLP, che prevede un’amplificazione del gene target 18S rR-
NA, seguita da una digestione dell’amplificato con I'enzima di restri-
zione BseD (Ho et al., 1996). In ogni reazione di amplificazione sono
stati impiegati opportuni controlli positivi rappresentati da ceppi di
campo, genotipizzati e sequenziati, isolati rispettivamente presso il Di-
partimento di Sc. Medico-Veterinarie di Parma e I'Istituto Zooprofilat-
tico di Pavia.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Nella tabella 1 sono riportati i ri-
sultati delle analisi sierologiche, dell’isolamento in vitro e dell'identifi-
cazione molecolare di Toxoplasma gondii e Sarcocystis sp. in pecore cor-
nigliesi. La prevalenza di Sarcocystis sp. ¢ stata del 100%. Lidentifica-
zione di specie di Sarcocystis coinvolta ¢ attualmente in corso. Tuttavia,
in assenza di macrocisti nel miocardio all’ispezione visiva, & probabile
che si tratti di S. tenella (ovicanis). La prevalenza di T. gondii & stata del
55% utilizzando la sierologia e I'isolamento in vitro. I risultati confer-
mano che il meat juice ELISA, come riportato da altri (Dubey, 1998),
consente la valutazione della prevalenza di infezione da T. gondii in se-
de di macellazione. L'isolamento in vitro, invece, permette di verificare
se il parassita & ancora vitale ed infettante. Tuttavia, la sensibilita dell’i-
dentificazione molecolare ¢ risultata superiore ed ¢ stata del 88%.

La tutela delle razze autoctone ¢ necessaria per garantire la continuita
dell’allevamento tradizionale e per valorizzare i prodotti derivati. Tut-
tavia, l'allevamento estensivo, in modo particolare I'allevamento ovino
allo stato brado e transumante, & associato a rischi di tipo sanitario e
zoonosico. I risultati del nostro studio, anche se effettuato su un nume-
ro limitato di animali, indicano che Sarcocystis sp. e T. gondii sono pre-

Tabella 1 - Risultati per Sarcocystis sp. e T. gondii.

PCR
Campione 151, lsolamento . 1ss
TOX5 rRNA
10V - / + +
20V + Positivo + +
30V + Positivo + +
4 0OV + Positivo + +
50V + Positivo + +
6 OV - / + +
7 OV + Positivo + +
8 OV - / + +
9 OV - / - +

* Eseguiti solo per T. gondii.

senti negli ovini cornigliesi con prevalenze altissime. Pertanto si rende-
rebbero necessari ulteriori studi degli effetti di Sarcocystis sp. e T. gondii
in una razza autoctona a rischio di estinzione, per garantire una corret-
ta gestione sanitaria e produttiva.

1 Sarcocystis sp. and Toxoplasma gondii: seroprevalence, in
vitro isolation and pcr identification in the indigenous
sheep breed cornigliese

Key words: Toxoplasma gondii, Sarcocystis sp., Cornigliese, prevalence,
in vitro.
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INTRODUZIONE - Obiettivo del presente studio & quello di segnalare
un grave episodio di cisticercosi acuta da Cysticercus tenuicollis che ha
determinato il decesso di vari agnelli da rimonta in Sardegna. Nell’am-
bito di questo focolaio ¢ stato inoltre monitorato il quadro di funzio-
nalita epatica e valutata Defficacia di un trattamento a base di prazi-
quantel.

MATERIALE E METODI - Lepisodio di mortalita monitorato il 13
gennaio 2014 ha interessato n°25 agnelli da rimonta di razza sarda di
circa 60-70 giorni di eta del peso di circa 18-20 kg svezzati a 35-40 gior-
ni. I1 29 dicembre 2013, ossia 15 giorni prima dell’insorgenza dei primi
sintomi, gli agnelli sono stati ricoverati in un capannone con una vec-
chia lettiera. Gli agnelli deceduti sono stati sottoposti ad autopsia.

Al momento dei primi decessi (giorno 0) ¢ stato effettuato un esame cli-
nico degli agnelli sopravvissuti e prelevato da n°13 soggetti sangue ve-
noso, che ¢ stato prelevato nuovamente dopo 30 giorni (giorno 30) su
n°20 agnelli. Su tutti gli agnelli sopravvissuti al momento del primo
prelievo ematico ¢ stato effettuato un trattamento per via orale a base
di praziquantel (Neomansonil® - Bayer S.p.a.), al dosaggio di 15 mg/kg
pV; pari a 4 volte quello consigliato per il trattamento nei confronti di
Moniezia spp.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - In seguito al decesso nell’arco di
48 ore di 4 soggetti, sui restanti 11 di 21 agnelli (52,4%) si sono riscon-
trati i seguenti sintomi: inappetenza, ipodinamia e adinamia, dolorabi-
lita evidente alla palpazione dell’addome. Dopo due giorni dal primo
controllo, un giorno dopo I'attuazione del trattamento antiparassitario,
¢ deceduto un altro agnello. In totale quindi ¢ stata riscontrata una
mortalita pari al 20% (5/25) con una morbilita del 64% (16/25). A di-
stanza di 5 giorni dal nostro intervento, tutti gli agnelli sopravvissuti so-
no stati trasferiti in un nuovo capannone preventivamente ripulito, di-
sinfettato con calce e con lettiera nuova; in questa data & stata registra-
ta una regressione praticamente totale dei sintomi.

Gli esami autoptici attuati sui soggetti deceduti hanno rilevato a livello
epatico un aumento del volume dell’organo che si presentava di colori-
to giallo-brunastro e friabile al tatto e in preda ad una grave epatite e pe-
riepatite diffusa acuta di origine parassitaria. Sia in superficie, sia in
profondita nel parenchima, sono stati osservati numerosi tragitti emor-
ragici al cui interno era possibile talvolta rilevare, cosi come anche a li-
vello sottopleurico, forme larvali di C. tenuicollis di 8-10 mm. A livello
polmonare sono stati rilevati fenomeni di congestione ed edema, con
polmonite bilaterale multifocale. Lesame dei parametri biochimici ema-
tici, monitorati all’esordio della malattia, ha permesso di rilevare un au-
mento, rispetto ai valori normali, delle ALP, della bilirubina totale (BT),
GGT, GOT e GPT, mentre risultavano nella norma le albumine (ALB),
la creatinina (CRE), le proteine totali (PT) e 'urea (UR). A distanza di
30 giorni dai primi prelievi, dopo il trattamento con il praziquantel, so-
no state registrate delle variazioni significative, e, in particolare, un au-
mento delle ALB (P=0,025), delle PT (P= 0,004) e una diminuzione di
BT (0,003), CRE (0,002), GGT (P< 0,000) e GOT (P=0,001).

Il trattamento antielmintico con praziquantel ha determinato una dra-
stica riduzione della mortalita (un solo soggetto & deceduto dopo 24 ore
dall’intervento) e una remissione dei sintomi, con ripresa dell’alimen-
tazione e maggior vitalita di tutti i soggetti trattati.

11 focolaio di cisticercosi acuta viscerale letale da C. tenuicollis rappre-
senta il primo segnalato “ufficialmente” nell’ovino in Italia (in prece-
denza era stato descritto un episodio analogo in 6 capre adulte e 1 ca-
pretto allevati in aree del modenese (Manfredi et al., 2006) e uno dei
pochi riscontrati nella specie ovina nel mondo. Appare evidente che a
scatenare questo episodio possa essere stato I'elevato grado di contami-
nazione ambientale da parte di uova/proglottidi di Taenia hydatigena
presumibilmente eliminate dai cani aziendali che avevano avuto la pos-
sibilita di accedere al capannone nel quale sono stati rinchiusi successi-
vamente gli agnelli.

Le variazioni di alcuni parametri biochimici ematici da noi monitorati,
quali gli aumenti significativi di ALP, insieme alla diminuzione di PRO
e alla mancata variazione rispetto alla norma di CRE, coincidono con
quanto riscontrato da Radfar et al. (2014) in un caso di cisticercosi nel-
le capre e da Manfredi ef al. (2006) in capre e capretti con cisticercosi
acuta. Dopo il trattamento con il praziquantel, il rientro nell’arco di un
mese dei parametri biochimici, depone per un’efficacia di questa mole-
cola nel controllo della cisticercosi acuta da C. tenuicollis negli agnelli.
Tale dato risulta ulteriormente avvalorato dal fatto che la somministra-
zione del farmaco alle dosi da noi utilizzate (15 mg/Kg pv, cio¢ 4 volte
quella indicata per il trattamento delle infestioni da Moniezia spp.), ha
determinato una pronta regressione dei sintomi e un arresto pratica-
mente totale degli episodi di mortalita; la morte di un unico soggetto
dopo 24 ore dal trattamento & probabilmente da ascrivere alla presenza
di lesioni e alterazioni irreversibili.

Con il presente studio si segnala quindi, per la prima volta in Italia, e
“ufficialmente”, un grave focolaio di cisticercosi acuta da C. tenuicollis
negli ovini ad esito letale e si conferma il carattere episodico di tali in-
festioni che ricorrono preferibilmente nel periodo invernale e colpisco-
no gli agnelli di circa 2 mesi di eta, considerati soggetti estremamente
recettivi.

1 Acute and lethal outbreak of visceral cysticercosis
by Taenia hydatigena in sardinian lambs, ltaly

Key words: sheep, Cysticercus tenuicollis, praziquantel, Sardinia (Italy).
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INTRODUZIONE - Staphylococcus aureus & uno dei pitt importanti pa-
togeni di origine alimentare ed & frequentemente responsabile di casi di
intossicazione alimentare. La sua patogenicita € legata alla produzione
di enterotossine stafilococciche (staphyloccocal enterotoxins -SEs), di na-
tura proteica, stabili al calore e resistenti alle proteasi come tripsina e
pepsina. E noto che la patogenicita di alcuni isolati ¢ notevolmente au-
mentata dalla presenza di altri fattori di virulenza, quali la capacita di
sintetizzare biofilm, che porta ad una popolazione di cellule multistra-
tificate racchiuse in matrici polisaccaridiche in grado di sviluppare su
superfici inerti o viventi, e la produzione di leucocidina Panton-Valen-
tine (PVL), una tossina che causa la lisi dei leucociti.

L'uso degli antibiotici nelle pratiche veterinarie pud determinare la se-
lezione di cloni di S. aureus antibiotico resistenti, in particolare S. au-
reus resistenti alla meticillina (methicillin-resistant Staphylococcus au-
reus - MRSA) che rappresentano un problema di salute pubblica di pri-
maria importanza in termini di morbilita, mortalita, interventi tera-
peutici e costi sociali.

Considerata 'importanza della produzione e trasformazione di latte
ovicaprino per 'economia regionale pugliese ed in particolare per il ter-
ritorio di Capitanata, obiettivo di questo lavoro & monitorare la popo-
lazione di S. aureus in campioni di formaggio ovino e caprino prodot-
to da aziende site in provincia di Foggia.

MATERIALI E METODI - Nel periodo compreso tra marzo 2013 e
aprile 2014 sono stati analizzati 90 campioni di prodotti lattiero casea-
ri di origine ovicaprina (canestrato fresco e semistagionato, cacio ricot-
ta, ricotta) prelevati dal personale veterinario ASL e pervenuti, refrige-
rati (4°C), all’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Puglia e della
Basilicata, sede di Foggia, dove sono stati processati.

Lisolamento dei ceppi ¢ stato eseguito secondo la norma EN ISO 6888
1-2 1999 con I'utilizzo del terreno Baird Parker RPF Agar (Biolife). Per
ogni campione sono state individuate 5 colonie dall’aspetto tipico di
stafilococchi coagulasi-positivi che sono state sottoposte ad ulteriori ca-
ratterizzazioni fenotipiche e molecolari.

I ceppi sono stati identificati come S. aureus mediante l'utilizzo del ter-
reno CHROMagar™ (CHROMagar Microbiology, Parigi, Francia) e di
sistemi biochimici miniaturizzati (API Staph, bioMérieux).

Gli isolati sono stati successivamente sottoposti a tipizzazione genotipi-
ca mediante PCR end-point.

II DNA dei singoli isolati ¢ stato estratto con DNeasy Blood & Tissue
Kit, Qiagen.

Ciascun ceppo ¢ stato sottoposto a PCR per la rivelazione di 12 geni
specifici per le enterotossine stafilococciche (sea, seb, sec, sed, see, seg,
seh, sei, sej, sem, sen e seo) seguendo i protocolli modificati di diversi au-
tori (Boerema et al., 2006; Lévseth et al., 2004; Monday et al., 1999) e
del gene mecA, responsabile della resistenza alla meticillina (Murakami
et al, 1991).

Gli isolati sono stati saggiati anche per la ricerca dei geni IukF-PV e
[ukS-PV, codificanti la tossina PVL (Hesje et al, 2011) e del gene icaA
(intercellular adhesion), responsabile della produzione di biofilm
(Zmantar et al., 2008).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Trentasette (41.1%) dei 90 cam-
pioni di prodotti lattiero caseari di origine ovicaprina, sono risultati
positivi per la presenza di S. aureus. La caratterizzazione molecolare per
la rilevazione dei geni codificanti le SEs ha dato i seguenti risultati: dei
37 isolati, il 18.9% possiede uno dei geni codificanti le SEs (7/37); sec ri-
sulta il gene pil frequente (3/7; 42.8%) seguito da seh (2/7; 28.6%), sea

(1/7; 14.3%) e see (1/7; 14.3%).

La ricerca del gene mecA ha dato esito positivo in un ceppo di S. aureus
(1/37; 2.7%). Questo ceppo ¢ risultato positivo anche per la presenza
del gene seh.

Nessun ceppo di S. aureus veicolava i geni lukF-PV e lukS-PV. La prova
di PCR per rilevare il gene icaA ha dato positivita in 35 isolati (35/37;
94.6%), dimostrando una notevole propensione dei ceppi in esame alla
formazione di biofilm batterici.

Lisolamento di S. aureus enterotossigeni (18.9%) e di un ceppo MRSA
(2.7%), rivela la presenza di un potenziale rischio per la salute del con-
sumatore e suggerisce 'adozione di strategie di prevenzione. Ulteriori
approfondimenti relativi all’individuazione della fonte di contamina-
zione dei campioni positivi si rendono necessari.

Il miglioramento delle pratiche igieniche nei punti critici delle diverse
fasi di produzione rappresenta un punto chiave per garantire la sicu-
rezza microbiologica di questi prodotti.

Lelevata propensione a produrre biofilm che gli isolati hanno dimo-
strato di possedere, costituisce un potenziale problema per la filiera lat-
tiero-casearia in quanto il batterio protetto dalla sua stessa matrice pud
risultare resistente agli usuali trattamenti antibiotici e disinfettanti. Cio
impone una accurata riflessione sull’'uso degli antimicrobici nella pra-
tica veterinaria e sulle tecniche di sanificazione usate negli allevamenti
ed impianti di trasformazione.

Va sottolineato che il settore ovicaprino in Puglia e nella Capitanata ri-
sulta ancora molto legato a tipologie di allevamento semi-brado e a tec-
niche di mungitura manuale, che predispongono la materia prima alla
contaminazione. In quest’ottica, apportare delle innovazioni di proces-
so nella filiera dei prodotti lattiero caseari, potrebbe condurre alla ridu-
zione del rischio microbiologico di questi alimenti.

1 Molecular characterization of S. Aureus Isolated from ovine
and goat dairy products in the province of Foggia

Key words: Staphylococcus aureus, PVL, biofilm, food safety.
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INTRODUZIONE - Nell’'ambito del 7° Programma Quadro dell’Unio-
ne Europea (FP7-KBBE-2010-4), il Dipartimento di Scienze Veterinarie
e Sanita Pubblica (DIVET) dell’Universita degli Studi di Milano parte-
cipa al progetto europeo “Development, integration and dissemination
of animal-based welfare indicators, including pain, in commercially im-
portant husbandry species, with special emphasis on small ruminants,
equidae and turkeys - AWIN. Il principale obiettivo del progetto ¢ rea-
lizzare dei protocolli di valutazione del benessere in campo, attraverso
l'uso di indicatori diretti sugli animali, per diverse specie, comprese le
capre. Il protocollo dovra essere valido, ripetibile e, soprattutto, fattibi-
le, ovvero economico e di facile e rapida esecuzione in campo. La fatti-
bilita & una caratteristica particolarmente importante, perché condizio-
na 'accettazione del protocollo da parte degli allevatori. Per questo mo-
tivo, AWIN ha voluto coinvolgere gli stakeholders, ovvero allevatori ed
esponentidel mondo operativo (associazioni di allevatori, tecnici, pro-
duttori, grande distribuzione e consumatori finali), fin dalle prime fasi
di stesura dei protocolli, con Pobiettivo di trovare un consenso tra le
parti sociali interessate. Il presente lavoro ha lo scopo di presentare i ri-
sultati dell'indagine a livello nazionale.

MATERIALI E METODI - Sono stati utilizzati due strumenti di consul-
tazione. Il primo strumento ¢ stata un’indagine online tradotta in 5 lin-
gue, disponibile per 15 mesi sul sito del progetto AWIN e su altri siti isti-
tuzionali, con lo scopo di raccogliere le opinioni delle parti sociali circa le
necessita delle capre in allevamento e gli indicatori pitt appropriati per in-
dividuarle. Successivamente, durante un seminario SATA Sezione Capri-
ni, & stato sottoposto un questionario ai presenti, per raccogliere infor-
mazioni sul potenziale di accettabilita e sulle caratteristiche richieste per
un protocollo di valutazione del benessere in campo nelle capre. Tra gli
aspetti su cui interrogarsi ¢ stato richiesto quali obiettivi dovrebbe avere
tale protocollo e da chi dovrebbe essere utilizzato; quanto tempo & accet-
tabile impiegare in stalla per un’efficace valutazione; quali effetti indesi-
derati non devono essere causati dall’applicazione del protocollo.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - L’indagine online ha raccolto 21
adesioni in lingua italiana. In risposta alla domanda “Che cosa serve a
una capraper essere in buone condizioni di benessere?”, le risposte han-
no permesso di individuare quattro aree tematiche (che di fatto corri-
spondono ai quattro Principi adottati da AWIN): 24 risposte hanno ri-
guardato 'alimentazione (alimento solido e acqua), 12 la stabulazione
(spazio sufficiente, pulizia della lettiera); 6 la salute (igiene e assenza di
malattie) e 17 il comportamento (comportamento normale, tranquil-
lita, accesso al pascolo). Per ciascuna di queste aree ¢ stato chiesto agli
intervistati di individuare degli indicatori direttamente rilevabili sugli
animali. Le risposte sono riassunte in Tab. 1. I risultati dell'indagine
hanno confermato la buona strada intrapresa da AWIN nella selezione
degli indicatori pitt promettenti da inserire nel protocollo. Infatti, la
maggior parte degli indicatori indicati corrispondono a quelli gia sele-
zionati nel corso del progetto (es.: BCS, condizioni del mantello, zoppie,
ascessi, lesioni, condizione degli unghioni, paura, presenza di animali
isolati, ecc.; Mattiello et al., 2014). Durante il seminario SATA, hanno
compilato il questionario 21 persone su 40 presenti. I risultati hanno
evidenziato come un protocollo di valutazione del benessere debba es-
sere principalmente concepito come uno strumento per l'allevatore,
utile per il miglioramento della gestione aziendale, e non come un ulte-
riore strumento ispettivo. La valutazione del benessere delle capre do-
vrebbe essere gestita dal veterinario o dagli allevatori stessi per auto-
controllo. Il protocollo dovrebbe, inoltre, evitare di gravare sull’econo-
mia delle aziende, imponendo cambiamenti strutturali o sanzioni agli

allevatori e dovrebbe arrecare il minor stress possibile agli animali. Tra
gli aspetti pratici, la durata della valutazione in campo ¢ di fondamen-
tale importanza: secondo la maggior parte degli intervistati, il protocol-
lo dovrebbe richiedere una permanenza complessiva in stalla di 1-2 ore,
e il controllo individuale degli animali dovrebbe avere una durata mas-
sima da 1 a 5 minuti. Le risposte sottolineano, quindi, una particolare
attenzione rispetto alla necessita di realizzare protocolli di rapida ese-
cuzione, limitando il disturbo all’allevatore e agli animali stessi. Lo sfor-
zo di AWIN ¢ di prendere in considerazione tutti questi suggerimenti al
fine di sviluppare un protocollo che da un lato fornisca informazioni at-
tendibili ed esaurienti sullo stato di benessere delle capre e dall’altro sia
realmente operativo e attuabile in tempi accettabili.

Tabella 1 - Numero di risposte ai questionari fornite nell’indagine
online per ciascun indicatore individuato, suddiviso per aree tema-
tiche.

Secondo la Sua esperienza, cosa valutain una capra per affermare che:

Area tematica Parametro n. risp.
Condizione corporea 10
& alimentata Condizione del mantello 4
in modo corretto Diarrea 2
Libero accesso alla mangiatoia 1
Comportamento (aggressivita, nervosismo) 6
I'ambiente Pulizia 5
in cui vive L
& confortevole Lesioni 3
Zoppie - Condizioni degli unghioni 2
Comportamento (vivacita, postura) 17
Condizione del mantello 14
Condizione corporea 7
. Conformazione della mammella 5
€ in buona salute A ; .
Diarrea - Ascessi - Lesioni 4
Zoppie 8
Condizioni degli unghioni - Scoli 2
Presenza di animali isolati 1
Presenza di comportamenti
positivi (esplorazione, gioco) 21
ha un Assenza di comportamenti negativi
comportamento (irrequietezza, paura) 17
normale Buon rapporto con I'uomo 13
Assenza di animali isolati o apatici 12
Interazioni sociali 8

RINGRAZIAMENTI - Gli autori ringraziano il 7° Programma Quadro
dell’'Unione Europea (FP7-KBBE-2010-4) per aver finanziato il proget-
to “AWIN - Animal Welfare Indicators”.

1 A protocol for welfare assessment in dairy goats:
results of stakeholder consultation
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INTRODUZIONE - La presenza di ascessi superficiali a localizzazione
sottocutanea e linfonodale & un evento patologico piuttosto diffuso ne-
gli allevamenti di capre. Gli agenti eziologici maggiormente implicati in
queste infezioni sono Corinebacterium pseudotubercolosis, responsabile
della linfadenite caseosa (LC) e Staphylococcus aureus subsp. anaerobius,
che causa la malattia di Morel o malattia degli ascessi (Vindel, 2011).
Anche altri microrganismi possono essere responsabili di lesioni asces-
suali ed essere isolati in purezza o in associazione, quali ad esempio, Ar-
canobacter piogenes, S. aureus, Streptococcus sp Pasteurella multocida e
alcuni anaerobi come Fusobacterium necrophorum (De La Fuente et al.,
2011; Dominguez-Vernali et al, 2011). La LC e la malattia degli ascessi
causano ingenti perdite economiche e possono essere contemporanea-
mente presenti all'interno di un allevamento. Nella capra le malattie so-
no caratterizzate da un’elevata contagiosita e si manifestano con la for-
mazione di ascessi a livello di linfonodi superficiali, in particolare di
quelli mandibolari, parotidei, prescapolari, precrurali, poplitei e sovra-
mammari (Vindel, 2011). La forma viscerale di LC, caratteristica della
specie ovina, si presenta invece di rado, causando una progressiva ema-
ciazione del soggetto colpito e, se coinvolti i linfonodi toracici, sintomi
respiratori (Baird et al., 2007). Gli animali si infettano principalmente
attraverso le ferite cutanee; altre vie di trasmissione sono quella inala-
toria e alimentare (con il colostro la patologia si trasmette ai capretti)
(Vindel, 2011). Il pus contenuto negli ascessi, solitamente pastoso e di
colore giallo-bianco, ¢ altamente infettante. Il trattamento antibiotico
sistemico risulta inefficace. La vaccinazione puo contribuire a control-
lare la diffusione della malattia in allevamento, ma, in Italia, non sono
commercializzati vaccini per queste patologie (Aiello et al., 2012). Ab-
biamo pertanto allestito vaccini sperimentali con i ceppi isolati da alle-
vamenti problema per verificarne I'efficacia.

MATERIALI E METODI - La prova & stata condotta a partire da giu-
gno 2012 in 3 allevamenti, 2 situati nella Provincia di Bergamo (A con
600 capre, B con 23 capre) e 1 nella Provincia di Verbano-Cusio-Osso-
la (C, con 60 capre). In ognuno di essi & stato eseguito un prelievo ste-
rile di materiale purulento dagli ascessi e il campione ottenuto & stato
inviato al’IZSLER di Bergamo per I'identificazione dell’agente eziolo-
gico. Per la produzione dei vaccini stabulogeni, i ceppi isolati sono sta-
ti coltivati in purezza in agar BHI con aggiunta di siero e poi inoculati
nel biofermentatore da 15 litri (Biostat C plus, Sartorius). Dopo 24 ore
a 37°C, la coltura ¢ stata inattivata con formaldeide al 40%, aggiunta in
misura dello 0,8% del volume, e lasciata in agitazione per 24 ore prima
di essere raccolta e centrifugata a 5000 rpm per 30 minuti. I pellet bat-
terici cosi ottenuti sono stati risospesi in soluzione fisiologica, associati
nel caso di vaccini bivalenti, ed adiuvati con idrossido di alluminio. Du-
rante la fase di produzione sono stati effettuati controlli di purezza sui
ceppi inoculati, di inattivazione e di sterilita sul prodotto finito. Il vac-
cino cosi prodotto ¢ stato somministrato alla dose di 2ml/capo per via
SC in tutti gli animali adulti; a un primo inoculo & seguito un richiamo
a 4 settimane di distanza, poi un secondo richiamo dopo 6 mesi. Paral-
lelamente al protocollo vaccinale, le lesioni sono state continuamente
pulite e disinfettate con iodio povidone e perossido di idrogeno per li-
mitare la diffusione del materiale purulento nell’ambiente.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Nell’allevamento A sono stati
isolati Corynebacterium pseudotubercolosis e Staphylococcus aureus sub-
sp. anaerobius; in B e C & stato isolato solo Corinebacterium pseudotu-
bercolosis. Per ciascun allevamento ¢ stato allestito un autovaccino con
entrambi i ceppi (all. A) e con un solo ceppo (all. B e C). Per ogni dose
¢ stata inoculata una quantita di batteri, stimata in base alla torbidita
della soluzione del pellet risospeso, di 3 miliardi per C. pseudotuberco-
losis e 16 per S. aureus subsp. Anaerobius. Gia dopo la prima sommini-
strazione del vaccino ¢ stato osservato in tutti gli allevamenti un mi-
glioramento clinico della patologia; dopo il richiamo vaccinale a 4 set-
timane di distanza la diffusione degli ascessi fra gli animali e sullo stes-
so animale si & arrestata, inoltre si & verificato un riassorbimento del pus
negli ascessi con notevole riduzione di volume delle lesioni. Per au-
mentare Pefficacia del vaccino bisognerebbe sottoporre a vaccinazione
tutte le caprette novelle a partire dal 3° mese di eta, nonché continuare
con richiami semestrali nell'intero gregge (Smith et al., 2009). Inoltre i
capretti andrebbero separati dalle madri alla nascita e alimentati con
colostro artificiale o trattato termicamente. Quest'ultima precauzione,
associata all’eliminazione dei soggetti malati, viene infatti adottata ne-
gli allevamenti che intendono eradicare la patologia (Medina et al.,
2011). La corretta diagnosi eziologica permette di allestire il vaccino
stabulogeno con il/ i patogeni responsabili delle lesioni. In alcuni paesi
europei ed extraeuropei ¢ disponibile un vaccino tossoide (solitamente
associato all’anatossina tetanica) che presenta perd due limiti principa-
li: va somministrato in animali non infetti e causa spesso, in particola-
re nella capra, reazioni avverse gravi (Aiello et al., 2012). Contraria-
mente, il vaccino stabulogeno sperimentato in questo lavoro ha dimo-
strato un’ampia maneggevolezza e solo in alcuni soggetti si sono ri-
scontrate lievi reazioni da inoculo.

1 Preliminary results about autogenous vaccines used
to control “abscess disease” in dairy goats farms
in northern Italy

Key words: goat, caseous lymphadenitis, abscess disease, vaccine.
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Parole chiave: pecora, Sopravissana, latte, indici reologici.

INTRODUZIONE - La Sopravissana & una razza ovina a triplice attitu-
dine ottenuta nel XIX secolo dall’incrocio fra pecore di razza Vissana
con arieti Merino spagnoli e Rambouillet. Nel corso degli ultimi decen-
ni ha subito una brusca contrazione numerica, (3.840 capi censiti nella
Regione Lazio, 2013), e attualmente viene allevata nell’Italia centrale
per la produzione di carne e di latte. La produzione di latte & limitata a
100-120 kg per lattazione ed ¢ essenzialmente destinata alla trasforma-
zione casearia. Nel latte di questa razza & stata osservata un’elevata fre-
quenza della caseina o, D (variante Welsh) (Bianchi et al., 2004) che
determina il peggioramento delle caratteristiche reologiche. Il discipli-
nare di produzione della “Ricotta Romana” D.O.P,, prevede, fra altro,
Iimpiego come materia prima di latte proveniente da pecore di razza
Sopravissana e suoi incroci (Reg. CE 737; Provv. 20 maggio 2005). Sco-
po del presente lavoro & stato quello di determinare I'effetto dello stato
di lattazione sulla produzione di latte, sulla composizione chimico-fisi-
ca e citologica e sulle caratteristiche reologiche del latte prodotto.
MATERIALI E METODI - Lo studio & stato condotto in un allevamento
ovino, ubicato nella provincia di Roma, dove sono presenti oltre 1500 ca-
pi di razza Sopravissana. Su 20 animali in diverso ordine di parto, sono sta-
ti eseguiti prelievi di latte con cadenza quindicinale dall’entrata in produ-
zione (allontanamento degli abbacchi) fino al termine della lattazione (per
circa 80 giorni). Ad ogni prelievo, ¢ stata registrata la produzione di latte
individuale (lattometri volumetrici), nella sessione di mungitura mecca-
nica mattutina (6:00) e serale (17:00) e sono stati raccolti campioni di lat-
te per le analisi di laboratorio. Su ciascun campione di latte sono stati de-
terminati i seguenti parametri: grasso (%), proteine (%), lattosio (%), ca-
seine (%), urea (mg/dL) e cellule somatiche CS (cells/uL) (Comby-Foss
6000 - Foss Electric). Inoltre sono stati determinati i principali parametri
reologici: tempo di coagulazione r, velocita di formazione del coagulo k20
e consistenza del coagulo a30, (Formagraph, Foss Electric) secondo la me-
todica Zannoni ed Annibaldi (1981). Lanalisi statistica & stata effettuata
con SW Med-Calc versione 9.5.1, utilizzando I'analisi della varianza
(ANOVA ad una via) mentre le correlazioni sono state eseguite con r di
Pearson. I risultati sono presentati come valori medi.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Leffetto dello stato di lattazione
sui parametri studiati € riportato nella tabella 1. La produzione media
giornaliera di latte ¢ stata 570 mL/capo, tale valore & simile a quello ri-
scontrato da Bianchi et al. (2004). I valori medi di grasso e lattosio sono
comparabili con quanto riportato da Panella et al. (2005), rispettivamen-
te 8,53% vs 8,86% e 4,54% vs 4,47%, mentre i valori medi delle proteine
sono risultati inferiori 5,86% vs 6,70%. I valori medi di CS sono risultati
pari a 256 cells/uL, superiori al valore di 132 cells/uL riscontrato da Pa-
nella et al. (2005) e di 177 cells/pL riscontrato da Bianchi et al. (2004),
senza mostrare variazioni significative nel periodo di studio. I valori piut
elevati sono stati riscontrati in corrispondenza dell’inizio della mungitu-
ra meccanica e al termine della lattazione. Relativamente all’analisi reolo-
gica '85,4% dei campioni ha regolarmente coagulato nei 30 minuti di
durata della prova. Fra gli indici considerati, r (valore medio:18,2 min)
decresce dal primo al terzo controllo e cresce col procedere della lattazio-
ne, mentre a30 (valore medio: 45,5mm) mostra un trend crescente, rag-
giungendo il massimo al 3° controllo, decresce al 4° controllo per au-
mentare fino al termine della lattazione. Il parametro k20 (valore medio:
1,71 min) mostra il valore massimo al primo controllo. Per quanto ri-
guarda i parametri reologici, si sono osservate correlazioni positive fra r
e k20 (r = 0,16, p<0,05) e negative fra a30 e gli altri due parametri (r = -
0,50, p<0,001; r = -0,29, p<0,01, rispettivamente per r e k20). Tali valori

Tabella 1 - Valori medi dei principali parametri rilevati nel corso del-
lo studio (Livelli di significativita: 3¢ p<0,05).
Giorni medi lattazione
Mad 56 d 72d 87d 102d  117d
Latte mL/d 7332 7402 572° 493 440° 376°
Grasso % 8,03° 8,30° 8,58% 8,67 8,51 9,302
Proteine % 5,84% 5,542 5,65 6,11° 6,04° 6,01°
Lattosio % 4,66° 4,68 4,69° 4,37° 4,38° 4,30°
Caseine % 4,64 4,542 4,54 4,66% 4,68 4,83°
Urea mg/dL 37,7 36,8 45,7 35,4 37,8 48,1

Parametri

RSM % 11,282 10,90° 11,00  11,1%  10,9%® 10,8°
GCS cells/ L 336 217 202 197 209 307

r min 19,72 18,12 16,3° 18,0 18.2® 18,42
k20 min 2,03 1,78° 1,49 1,58° 1,68° 1,67°
a30 mm 43,0 47,1 47,99 41,1° 45,6® 46,7

concordano con quanto evidenziato da numerosi autori (Martini et al,,
1999) per il latte ovino. Contrariamente a quanto era atteso, il tempo di
coagulazione ha mostrato correlazioni positive, sebbene deboli, sia con le
caseine (r = 0,14, p<0,05) sia con le proteine (r = 0,15, p<0,05). In con-
clusione, il potenziale della razza Sopravissana per la produzione di latte
¢ confermato, dati l'alto contenuto di grasso e proteine ed il ridotto nu-
mero di cellule somatiche, durante tutto il periodo di osservazione. In re-
lazione all’elevata frequenza della caseina o, D si rende necessario am-
pliare le conoscenze sui parametri reologici e porre attenzione alla sele-
zione dei riproduttori.

1 Sopravissana sheep breed: milk composition
and technological quality throughout lactation

Key words: sheep, Sopravissana, milk, rheological parameters.
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INTRODUZIONE - 1l rapporto uomo-animale rappresenta un impor-
tante aspetto da considerare nello sviluppo di schemi di valutazione del
benessere animale a livello aziendale (Hemsworth e Coleman, 2011) ma
solo di recente gli studi a riguardo hanno interessato i piccoli ruminan-
ti (Napolitano et al., 2011). La presente indagine ¢ finalizzata alla mes-
sa a punto di metodi di valutazione del rapporto uomo - animale da
utilizzare per il monitoraggio del benessere delle capre in lattazione.
Pertanto, sono state valutate le relazioni esistenti fra il comportamento
degli operatori nel corso della mungitura e le reazioni degli animali al-
l'uomo.

MATERIALI E METODI - La prova ha riguardato 14 aziende caprine,
ubicate nella provincia di Potenza. Il numero di animali testati per
azienda & variato in relazione alla numerosita dell’allevamento (Coch-
ran, 1977). In ogni azienda & stato condotto un test di approccio, che ha
permesso di valutare il numero di animali che si lasciano toccare in un
periodo di 2 minuti (Touch2min) camminando lentamente (circa 1
m/sec), e due test di avvicinamento (distanza di fuga alla mangiatoia e
nel box di allevamento). Questi ultimi consistono nell’avvicinarsi lenta-
mente (circa 1 m/sec) a un animale (rispettivamente alla mangiatoia o
nel box di allevamento) con il braccio leggermente sporgente in avanti,
fino a quando il soggetto si ritrae (Waiblinger et al., 2006). Nel corso di
questi test sono state rilevate le seguenti variabili: distanza di fuga alla
mangiatoia (ADM), distanza di fuga nel box (ADP), numero di sogget-
ti che si lasciano toccare alla mangiatoia (DFOM) e numero di soggetti
che si lasciano toccare nel box (DFOP). In sala di mungitura sono stati
valutati il comportamento del mungitore, in termini di interazioni po-
sitive (POS INT), neutre (NEUT INT) e negative (NEG INT), e quello
degli animali durante la mungitura come numero di scalci (Kicks). So-
no state considerate come interazioni positive il parlare a bassa voce,
Paccarezzare e il toccare gentilmente 'animale; sono state classificate
come interazioni neutre fischiare, battere le mani, colpire le partizioni
con bastoni o oggetti simili, parlare in modo determinato e deciso, spin-
gere con la mano e toccare con bastoni o oggetti simili; mentre sono sta-
te considerate negative le seguenti interazioni: gridare, parlare manife-
stando impazienza, le spinte e i colpi con le mani o con i bastoni. La cor-
relazione tra le variabili & stata valutata mediante il coefficiente r, di
Spearman, calcolato con il software SAS (Cary, NC, USA), e 'analisi
delle componenti principali (PCA), condotta per mezzo del software
Unscrambler X 10.1. (Camo, Norway).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Lanalisi delle componenti prin-
cipali (Fig. 1) illustra le relazioni fra le variabili rilevate nelle 14 azien-
de durante i test di avvicinamento e di approccio e nel corso della mun-
gitura. Le prime due componenti della PCA hanno spiegato il 66% del-
la variabilita totale (il 50% la prima componente e il 16% la seconda).
Appare evidente (Fig. 1) come le variabili che definiscono un compor-
tamento negativo nei confronti degli animali (NEG INT) siano correla-
te positivamente con la parte destra dell’asse 1 (loading = 0,3) dove si
posizionano anche la distanza di fuga dalla mangiatoia e nel box e il nu-
mero di scalci, parametri che indicano un maggiore timore da parte
delle capre e malessere nelle interazioni con 'uvomo. In quest’area della
figura si trovano anche le interazioni neutre che pertanto sono state
percepite negativamente dagli animali e andrebbero, possibilmente, ri-
dotte al minimo. In questa parte sono anche localizzate alcune aziende
per le quali sarebbe consigliabile un’adeguata formazione degli opera-
tori che ordinariamente accudiscono gli animali per migliorare le loro
capacita di interagire con i soggetti allevati. Latteggiamento e il com-
portamento verso gli animali possono essere acquisiti attraverso 'espe-
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Figura 1 - Analisi delle componenti principali condotta sulle varia-
bili relative al comportamento degli animali nei test di avvicinamen-
to e di approccio e nel corso della mungitura e sul comportamento
del mungitore.

rienza e le informazioni e quindi possono migliorare con nuove espe-
rienze e opportune attivita formative (Hemsworth e Coleman, 2011).
Nella parte negativa dell’asse 1 si trovano, invece, variabili (DFOM,
DFOP, Touch2min), che denotano un rapporto uomo-animale pitt cor-
retto e caratterizzano alcune aziende in cui, probabilmente, gli addetti
hanno instaurato un tipo di interazione con gli animali di migliore qua-
lita. Questi risultati sono confermati dalle correlazioni positive eviden-
ziate fra le interazioni neutre, che in ogni caso non comprendono at-
teggiamenti favorevoli nei confronti degli animali, e il numero di scalci
durante la mungitura (r,=0,477, P>0,05) e fra le interazioni negative e
la distanza di fuga nel box (r,=0,537, P<0,05). Le interazioni neutre,
inoltre, risultano correlate negativamente con la DFOP (r,=-0,613,
P<0,05), con la DFOM (r,=0,697, P<0,05) e con la variabile Touch2min
(r,=0,669, P<0,001). Le correlazioni esistenti tra comportamento del
mungitore, reazioni degli animali in sala di mungitura e reazioni degli
animali in allevamento (nel box o alla mangiatoia) indicherebbero la
validita di queste ultime variabili per la valutazione della qualita del
rapporto uomo - animale negli allevamenti caprini.

Tale correlazione, infatti, confermerebbe che comportamenti negativi
dell’'uomo si traducono in un aumento del grado di timore da parte de-
gli animali, con inevitabili ricadute negative sul benessere animale e sul-
la produttivita (Hemsworth, 2003).

1 Human-animal relationship in dairy goats

Key words: animal welfare, avoidance distance, behaviour, sheep.
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INTRODUZIONE - Ladenomatosi polmonare (APO) degli ovini & una
malattia, ad eziologia virale, diffusa in tutto il mondo, con I'eccezione
di Australia e Nuova Zelanda (Verwoerd et al., 1985). In Piemonte nel-
P'ultimo decennio si ¢ registrata una prevalenza tra i diversi allevamen-
ti, compresa tra 0,8% (Robetto et al., 2003) e 1,97% (Lamberti et al.,
2006). In Sicilia ¢ stata segnalata recentemente negli ovini (Loria et al.,
2004; Monteverde et al., 2004), mentre in Sardegna & presente sia negli
ovini, sia nei mufloni (Sanna, 2001). Morfologicamente si presenta co-
me un carcinoma bronchiolo-alveolare che origina dalle cellule alveola-
ri di tipo II e dalle cellule di Clara. Se molti aspetti della malattia sono
ben noti, ancora poco chiari risultano il grado di malignita e la localiz-
zazione di eventuali metastasi. I linfonodi mediastinici e tracheo-bron-
chiali sono spesso sede di metastasi; mentre risultano del tutto eccezio-
nali metastasi in altre sedi (pleura parietale, fegato, milza, rene, cuore,
mesentere e parete addominale, muscolo, tessuto sottocutaneo). Gli au-
tori riportano lesioni metastatiche ai linfonodi mediastinici in 9 pecore
e lesioni metastatiche a muscolo scheletrico, peritoneo, pleura e peri-
cardio, miocardio, fegato e diaframma in 4 ovini affetti da APO.
MATERIALI E METODI - Gli ovini oggetto del presente lavoro sono
animali adulti clinicamente silenti provenienti da allevamenti piemon-
tesi e siciliani regolarmente macellati o manifestanti sintomatologia re-
spiratoria in progressivo aggravamento. Durante I'esame post-mortem o
la necroscopia i polmoni e gli organi coinvolti sono stati inviati al Di-
partimento di Scienze Veterinarie di Torino per 'esecuzione dell’esame
istopatologico.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Macroscopicamente i polmoni
di tutti gli ovini mostravano variabile aumento di peso e disseminati
focolai/noduli lardacei, bianco-grigiastri aumentati di consistenza ta-
lora protrudenti sulla superficie. Al taglio dell’organo si notava come il
parenchima fosse infiltrato da tessuto simil-sarcomatoso. In 9 animali
i linfonodi mediastinici apparivano ipertrofici e lardacei, talora con
noduli biancastri. In due animali, muscolo scheletrico, fegato e dia-
framma mostravano numerosi noduli biancastri a margini pit 0 meno
sfumati e talvolta con depressione centrale. In 4 soggetti il miocardio
presentava noduli simil-lardacei nella parete, nel setto interventricola-
re o sulla superficie dell’orecchietta sinistra. In un ovino, piccoli nodu-
li ricoprivano la superficie pleurica, il peritoneo, il pericardio e inva-
devano i linfonodi prescapolari e quelli lombari. Le ricerche istopato-
logiche sono state effettuate su diversi frammenti di polmone e su
campioni dei diversi organi coinvolti. A livello polmonare ¢ stata con-
fermata la diagnosi macroscopica di adenomatosi polmonare in tutti i
casi. In tutti i campioni erano presenti proliferazioni di cellule alveola-
ri che formavano strutture acinose papilliformi infiltranti gli alveoli
con formazioni digitiformi tali da colmare I’alveolo stesso oppure pro-
vocare dilatazioni alveolari molto irregolari. Del tutto simili appariva-
no le neoformazioni presenti nei linfonodi, nel diaframma, nel fegato
e nel muscolo. Nel miocardio si osservavano numerosi lobuli o pseu-
do-lobuli circondati da cellule cuboidi o cilindriche simili a quelle al-
veolari. Tutte le neoformazioni erano immerse e circondate da tessuto
connettivo fibroso che le separava dal miocardio. In base a quanto ri-

portato in letteratura ed osservato nella presente ricerca, ’APO & una
neoplasia a carattere maligno con capacita di metastatizzare. Risulta
molto simile all’'adenocarcinoma bronchiolo-alveolare dell'uomo, ma
al contrario di quest’ultimo le metastasi, benché ci siano dati contra-
stanti in letteratura, non sembrano molto comuni (Breeze e Wheeldon,
1979). Le metastasi nei linfonodi polmonari sono piuttosto frequenti,
mentre negli altri organi sono scarsamente segnalate. Dal punto di vi-
sta ispettivo PAPO rientra nella normativa riguardante i tumori, se-
condo la quale le relative carni sono dichiarate non idonee al consumo
umano. In mancanza di tecniche diagnostiche certe ante-mortem 'esa-
me istopatologico rappresenta ancora I'indagine indispensabile per la
conferma diagnostica, accompagnato dalle tecniche biomolecolari. Se-
condo gli autori la sua prevalenza, almeno in Italia, & sottostimata ne-
gli allevamenti e non viene sufficientemente presa in considerazione
alla visita ispettiva al macello. Una maggiore attenzione sarebbe auspi-
cabile in quanto molto spesso I'infezione da retrovirus APO si associa
ad altre infezioni respiratorie quali lentivirosi, pseudotubercolosi o
polmonite verminosa, senza che sia stato chiarito un suo eventuale
ruolo come infezione predisponente o secondaria.

1 Metastasis of adenomatosis in sheep:
personal investigations

Key words: sheep, adenomatosis, metastasis.
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Parole chiave: Anaplasma, Babesia, Theileria, ovi-caprini

INTRODUZIONE - Le Vector-Borne Diseases (VBDs) colpiscono i ru-
minanti sia nelle regioni tropicali che in quelle subtropicali. Tra esse,
particolare rilievo assumono quelle trasmesse da zecche. Tali artropodi
ematofagi possono trasmettere virus, batteri e protozoi ai piccoli rumi-
nanti, alcuni dei quali assumono carattere zoonotico. In Italia sono am-
piamente descritte le infezioni causate da patogeni appartenenti al ge-
nere Anaplasma, Babesia e Theileria. Lagente eziologico dell’anapla-
smosi ovina ¢ principalmente Anaplasma ovis trasmesso da zecche ap-
partenenti al genere Rhipicephalus e Dermacentor.La babesiosi, infezio-
ne causata dal protozoo Babesia, ¢ principalmente ascrivibile al patoge-
no Babesia ovise si caratterizza per I'elevata patogenicita nelle pecore. La
theileriosi negli ovi-caprini & anch’essa una malattia emoprotozoaria
causata da Theileria lestoquardi, Theileria ovis e Theileria separata
(Gholamreza et al., 2013).

Lidentificazione di queste specie si basa sull’aspetto morfologico, la
specificita d’ospite, il tipo di trasmissione, la competenza del vettore e i
dati epidemiologici rilevati nell’allevamento. Metodi sierologici sono
frequentemente impiegati per determinare le infezioni subcliniche, tut-
tavia la diagnosi differenziale risulta difficoltosa; le indagini di tipo bio-
molecolare sono dunque preferibili in quanto permettono un’identifi-
cazione specie-specifica. Il seguente studio si & focalizzato sull’identifi-
cazione molecolare dei suddetti patogeni in ovi-caprini siciliani al fine
di valutarne la prevalenza.

MATERIALI E METODI - Lanalisi & stata condotta su 92 campioni
(sangue intero e milze) di ovi-caprini presenti sul territorio siciliano,
pervenuti durante il periodo estivo dell’'anno 2013 presso i laboratori
del CR.A.Ba.R.T (Centro Referenza Nazionale per Anaplasma, Babesia,
Rickettsia e Theileria) dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della
Sicilia. Il DNA totale ¢ stato estratto dai campioni biologicimediante il
kit PureLink Genomic DNA Minikit (Applied Biosystems) seguendo le
istruzioni fornite dalla casa produttrice. Ciascun campione di DNA &
stato utilizzato come stampo in un convenzionale saggio di PCR con
primers specifici per Anaplasma ovis (de la Fuente et al., 2003), Babesia
ovis (Aktas et al., 2005) e Theileria ovis (Altay et al., 2005). Le reazioni
di PCR sono state condotte usando la GoTaq Polymerase (Promega,
Madison, WI, USA), per ciascuna di esse & stato introdotto un control-
lo positivo, corrispondente al DNA del patogeno, e un controllo negati-
vo in cui il DNA ¢ stato sostituito con acqua. I prodotti di PCR, dopo
migrazione elettroforetica in gel di ’agarosio (Sigma) all’1,5%, sono sta-
ti visualizzati mediante transilluminatore (BioRad).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - La prevalenza biomolecolare to-
tale di Anaplasma ovise risultata del 27% (25/92) e dell’86% (79/92) per
Theileria ovis; diversamente per Babesia ovis non & stata riscontrata al-
cuna positivita (Tab. 1). Al gruppo degli animali saggiati apparteneva-
no 14 caprini, in otto ¢ stata riscontrata la positivita ad A. ovis e in due
la presenza di T. ovis. Questi dati confermano quelli ottenuti da un pre-
cedente studio (Torina e Caracappa, 2012) condotto nel territorio sici-
liano, che mostrava una prevalenza biomolecolare per A. ovis, valutata
tramite analisi di PCR, del 47,3% per gli ovini e del 31,7% per i capri-
ni. Lo stesso studio aveva individuato tramite la tecnica RLB (Reverse
Line Blot) una prevalenza dell’1% per B.ovis e del 17,7% per T. ovis. In
questo caso la differenza puo essere giustificata dalle differenti tecniche
utilizzate. Le malattie trasmesse da zecche, seppur spesso sottovalutate

Tabella 1 - Risultati della caratterizzazione biomolecolare di mi-
crorganismi causa di VBDs negli ovini e nei caprini siciliani.

TOTALE OVINI CAPRINI
Positivi/ Positivi/ Positivi/
Eseguiti (%) Eseguiti (%) Eseguiti (%)
A. ovis 25/92 (27%) 17/78 (22%)  8/14 (57%)
B. ovis 0/92 (0%) 0/78 (0%) 0/14 (0%)
T. ovis 79/92 (86%) 77/78 (99%) 2/14 (14%)

per il loro caratteristico andamento subclinico e la resistenza delle raz-
ze autoctone, sono endemiche nel sud Italia e la loro diffusione ¢ legata
a numerosi fattori: ambientali, orografici, genetici, ecologici e di gestio-
ne degli allevamenti. La Sicilia per le sue condizioni ambientali e clima-
tiche risulta essere un territorio favorevole per la sopravvivenza dei vet-
tori e, le scarse informazioni sullo stato sanitario degli animali selvatici,
oltre che la mancanza di trattamenti profilattici contro gli ectoparassi-
ti, favoriscono il mantenimento di animali serbatoio per questi micror-
ganismi, incrementando il rischio di infezione.

La presenza della anaplasmosi e theileriosi evidenziata in questo studio
puo essere riconducibile alle tipologie di allevamento brado e semi-bra-
do degli ovini e caprini adottato nella regione. Si evince, dunque, il ruo-
lo dei piccoli ruminanti come reservoir di patogeni trasmessi da zecche,
e quindi 'importanza dello studio delle relative patologie da un punto
di vista scientifico ed epidemiologico e per la promozione della profi-
lassi e del controllo di queste insidiose patologie che possono avere si-
gnificativi effetti sulle produzioni.

1 Molecular surveillance of Anaplasma ovis, Babesia ovis
e Theileria ovis infection in sicilian sheeps and goats

Key words: Anaplasma, Babesia, Theileria, small ruminants.
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INTRODUZIONE - La Sarda ¢ la pitt importante razza ovina italiana.
Alla razza & applicato uno schema di selezione basato sulla gestione pi-
ramidale della popolazione (Carta et al., 2009). Al vertice della pirami-
de si trovano gli allevamenti di elevato merito genetico (HGMF) nei
quali si genera il progresso genetico che ¢ successivamente trasferito al-
la base della piramide, la popolazione commerciale (CF) attraverso il
passaggio di riproduttori. Il ritardo con cui CF raggiunge il livello ge-
netico di HGMF dipende dalla dimensione relativa di HGMF e dall’en-
tita del flusso di riproduttori verso CF. La monta naturale controllata &
la principale tecnica di riproduzione. Ogni anno si realizza un pro-
gramma di inseminazione artificiale con due principali obiettivi: creare
i legami genetici tra gli allevamenti per una accurata valutazione gene-
tica dei giovani arieti, anche in monta naturale, e realizzare accoppia-
menti programmati fra i migliori individui. Il principale obiettivo di se-
lezione nella razza ¢ 'incremento della produzione individuale di latte
mentre sono stati inseriti solo di recente come obiettivi, 'incremento
della resistenza alla Scrapie e il miglioramento della morfologia mam-
maria. Lobiettivo di questo studio ¢ presentare i risultati e le prospetti-
ve del piano di selezione per la Scrapie con particolare riferimento alle
strategie impiegate per ridurre effetto dell’introduzione di un ulterio-
re obiettivo di selezione sul miglioramento della produzione di latte.
MATERIALI E METODI - 11 Piano Regionale di Selezione in Sardegna
¢ stato avviato nel 2005 con Pobiettivo di ridurre il rischio Scrapie at-
traverso l'incremento della frequenza dell’allele ARR. ASSONAPA e le
AASSLL con il supporto tecnico e scientifico di AGRIS e IZS hanno col-
laborato per la realizzazione del Piano che & stato concepito in due fasi.
Nella prima la selezione ha interessato solo HGMF al fine di sfruttare il
pre-esistente schema di selezione impiegato per i caratteri produttivi. Il
principale obiettivo in questa fase ¢ stato di incrementare la disponibi-
lita di arieti resistenti preservando la loro attitudine genetica alla pro-
duzione. Per questo ¢ stato stabilito di genotipizzare tutti gli arieti e tut-
te le pecore con elevato valore genetico per i caratteri produttivi. Sono
stati realizzati prelievi di bulbo pilifero da parte delle associazioni alle-
vatori. Al fine di preservare i caratteri produttivi, all’avvio del piano ¢
stato consentito 'impiego come riproduttori anche agli arieti sensibili
ma con un elevato valore genetico per i caratteri produttivi. Tali arieti
sono stati preferibilmente accoppiati con pecore d’¢lite omozigoti resi-
stenti (RR). Contemporaneamente non ¢ stata data alcuna indicazione
differente nell’'impiego di arieti con uno o due alleli ARR, la cui selezio-
ne & avvenuta solo per il loro valore produttivo. Con lo scopo di incre-
mentare la disponibilita di arieti RR ¢ stato consentito 'impiego come
“padri di ariete” anche di giovani arieti RR senza prova di progenie ma
con elevato indice pedigree. La disponibilita di informazioni dettaglia-
te a livello individuale in HGMF ha consentito di verificare la presenza
di associazioni tra il gene PrP e i caratteri produttivi (Salaris et al.,
2007). Nel 2009 ¢ stata avviata la seconda fase del piano per favorire il
flusso di arieti resistenti e con buona attitudine alla produzione da
HGMEF a CE E stata quindi stimata la quantita di arieti RR che HGMF
era in grado di produrre utilizzando le frequenze alleliche dei riprodut-
tori nella stagione 2009 per stabilire il termine per I'esclusione degli
arieti suscettibili in CE.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I campioni raccolti in totale e le
analisi eseguite nel Piano sono stati rispettivamente 39.349 e 39.128
nei maschi e 256.042 e 39.111 nelle femmine. La strategia di campio-
namento ha previsto la raccolta annuale di campioni biologici di tut-
ta la rimonta femminile all’eta di un anno, quando le pecore sono al-
levate in unico gruppo. La genotipizzazione ¢ avvenuta in un secondo
momento, quando al termine della prima lattazione, le pecore sono
state impiegate come “madri di ariete” evitando ulteriori visite per la
raccolta di campioni negli allevamenti. La frequenza di ARR in HGMF
¢ passata dal 46% negli arieti nati nel 2005 al 74% nel 2013. Nel 2013,
la proporzione di animali con almeno un allele ARR ¢ stata del 94%.
La frequenza genotipica degli arieti RR impiegati per la riproduzione
in HGMEF ¢ salita dal 26% nel 2005 al 70% nel 2011. Gli arieti sensibi-
li non sono pit utilizzati in HGMF nel 2010 per effetto delle regole del
Piano. Annualmente vengono avviati alla monta circa 40.000 arieti con
una carriera riproduttiva in media di 3 stagioni. Occorrono dunque
circa 13.200 nuovi arieti all’anno. Si & stimato che la percentuale di
giovani arieti RR producibili in HGMF nel 2009 era del 37%. Con una
dimensione di HGMF di 240.000 pecore, era dunque possibile selezio-
nare il migliore 30% per soddisfare le esigenze di arieti RR di CF. Il ter-
mine per Pesclusione degli arieti suscettibili ¢ stato stabilito alla fine
del 2011. Questa strategia ha comportato che I'incidenza di arieti resi-
stenti in CF ¢ rimasta stabile fino al 2008 mentre ha mostrato un trend
crescente dal 2009 al 2012 (dal 69% al 79%). Per quanto riguarda Ief-
fetto dell’introduzione nello schema di selezione della resistenza alla
Scrapie sui caratteri produttivi, nel trend genetico per la produzione di
latte non si & registrato alcun calo a partire dal 2005. Negli ultimi 7 an-
ni Pincremento genetico medio annuo & stato di circa 2 litri. In con-
clusione il piano concepito in due fasi ha ottenuto buoni risultati in
HGMEF e ha consentito il trasferimento di tali risultati in CF. Tuttavia
occorre ancora monitorare il flusso di riproduttori fra le due popola-
zioni in maniera da stabilire eventuali cambiamenti nelle strategie di
genotipizzazione degli animali.

Ringraziamenti - Lavoro finanziato dal Ministero della Salute, proget-
to “Studio epidemiologico del'impatto dellattivita di selezione genetica
sulla frequenza della Scrapie ovina in Italia”. Lattivita di genotipizzazio-
ne e campionamento nello schema di selezione ¢ stata finanziata dal
MIPAFE.

1 Appraisal of the breeding plan for scrapie resistance
in the sarda dairy sheep breed
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INTRODUZIONE - S. aureus & un importante agente mastidogeno che
nei piccoli ruminanti pud causare mastiti contagiose da molto gravi a
subcliniche. La mastite da S. aureus influisce negativamente sulla produ-
zione di latte, sia dal punto di vista qualitativo che quantitativo, e puo
rappresentare un serio problema di sanita pubblica nel caso di consumo
di latte non pasteurizzato o di prodotti lattiero caseari preparati con latte
crudo. Negli ultimi 10 anni & emersa la diffusione, sia negli animali da
compagnia che negli animali da reddito, di ceppi MRSA (Methicillin re-
sistant Staphylococcus aureus) multiresistenti agli antibiotici, responsabili
nell’'uvomo principalmente di infezioni nosocomiali. Negli allevamenti
suini e pill recentemente in quelli bovini sono stati isolati ceppi MRSA
appartenenti al Sequence Type 398, in grado di causare infezione nell’uo-
mo e per questo considerati agenti zoonosici emergenti per alcune cate-
gorie professionali quali allevatori, personale dei macelli e veterinari. Li-
solamento di MRSA nel latte bovino ¢ stato ampiamente segnalato in nu-
merose nazioni europee inclusa I'Italia. Nelle regioni Puglia e Basilicata,
studi effettuati su latte di massa bovino hanno dimostrato la presenza di
MRSA con una prevalenza rispettivamente del 2 e del 6%. In considera-
zione dei risultati ottenuti nei bovini e della scarsita di dati sulla conta-
minazione da MRSA nel latte ovi-caprino in Italia, si ¢ deciso di estende-
re 'indagine anche al latte dei piccoli ruminanti, che rappresentano una
realta zootecnica significativa nelle suddette regioni. Il presente lavoro de-
scrive I'isolamento e la caratterizzazione molecolare di MRSA nel latte di
massa di allevamenti ovi-caprini della Puglia e della Basilicata.
MATERIALI E METODI - Campionamento - Sono stati analiz-
zati 110 campioni di latte di massa ovi-caprino provenienti da 30 al-
levamenti della regione Puglia (campioni di latte: 22 ovino, 4 capri-
no, 4 misto ovi-caprino) e da 80 allevamenti della regione Basilicata
(campioni di latte: 45 ovino, 29 caprino, 6 misto ovi-caprino). Ri-
cerca e identificazione di MRSA - Ciascun campione di latte &
stato arricchito in Mueller-Hinton (MH) Broth contenente NaCl al
6,5% (W/v) (1 ml di latte + 9 ml di brodo salato) per 24 h a 37°C; in
seguito 20 pl di brodo coltura sono stati seminati su MRSASelect™
BIORAD (terreno selettivo cromogeno per I'isolamento e ’identifi-
cazione di MRSA). Dopo 24-48-72h di incubazione a 37°C, le colo-
nie sospette MRSA (rosa) sono state sub-coltivate su Agar Sangue
per la purificazione e sottoposte a prove di conferma per la meticil-
lino resistenza mediante analisi microbiologiche e molecolari. Con-
ferma microbiologica: a) Test di sensibilita con dischetti di oxa-
cillina (1 pg) e cefoxitina (30 ug) secondo Kirby-Bauer (le dimen-
sioni degli aloni di inibizione sono state interpretate secondo i se-
guenti breakpoints: oxacillina, resistente <10 mm, intermedio 11-12
mm, sensibile =13 mm; cefoxitina, resistente <21 mm, sensibile >22
mm); b) Agar screening test per oxacillina (la crescita anche di una
sola colonia su Oxacillin - Salt Screen Agar Biolife indicava resisten-
za del ceppo all’oxacillina); ¢) ETEST per oxacillina (la minima con-
centrazione inibente veniva interpretata secondo i seguenti break-
points: resistente > 4 pLg/ml, sensibile < 2 pg/ml). Conferma mole-
colare: il DNA genomico di ciascuna colonia sospetta ¢ stato estrat-
to con kit GenomicPrep®, GE Healthcare e sottoposto a PCR Real-
Time utilizzando primers per il gene mecA riportati in letteratura.
Genotipizzazione degli isolati MRSA - I ceppi MRSA sono sta-
ti caratterizzati per spa-typing e MLST (Multilocus Sequence Ty-
ping) secondo quanto riportato in letteratura.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Dai 30 campioni di latte preleva-
ti nella regione Puglia non sono stati isolati MRSA. Degli 80 campioni
prelevati in Basilicata & risultato positivo per MRSA solo un campione
di latte caprino della provincia di Potenza (Tab.1). La meticillino-resi-
stenza del ceppo isolato ¢ stata confermata dalle analisi microbiologiche
e le indagini molecolari hanno rilevato la presenza del gene mecA nel
DNA. La genotipizzazione con spa-typing e MLST ha evidenziato che il

Tabella 1 - MRSA in latte ovi-caprino della Puglia e della Basili-
cata.

PUGLIA BASILICATA
n MRSA + n MRSA +
Latte ovino 22 0 45 0
Latte caprino 0 29 1
Latte ovino+caprino 4 0 6 0
Totale 30 0 80 1 (1,25%)

ceppo appartiene allo spa-type t1255 incluso nel ST398. In accordo con
quanto gia descritto da altri autori in studi analoghi & emersa, anche in
queste due regioni, una bassissima prevalenza di MRSA nel latte ovi-ca-
prino (Puglia 0%; Basilicata 1,25%), inferiore a quella riscontrata nel
latte bovino (Puglia 2%; Basilicata 6%). Il ceppo MRSA da latte capri-
no ¢ stato identificato come ST398, genotipo prevalente nella specie
suina, ma circolante anche negli equini, nei bovini e negli ovi-caprini ed
in grado di causare infezione anche nell'uomo. In considerazione di cio,
nell’allevamento lucano in cui ¢ stato isolato il ceppo saranno effettua-
te indagini per la ricerca di MRSA mediante prelievo di tamponi nasali
sul personale a contatto con gli animali. La presenza sia pure sporadica
di MRSA nel latte ovi-caprino conferma I'importanza di migliorare I'i-
giene di mungitura e di adottare misure di contenimento delle mastiti
da S. aureus, soprattutto in considerazione delle possibili ripercussioni
sulla salute pubblica conseguenti al diffuso consumo di prodotti lattie-
ro-caseari ottenuti da latte ovi-caprino crudo.

Ringraziamenti - Si ringraziano per la preziosa collaborazione i me-
dici veterinari dott.ri Ferrulli D., Natile Martino V., Picerno M., Soldo
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1 Meticillin resistant Staphylococcus Aureus (MRSA)
isolated from ovine and caprine bulk milk in Apulia
and Basilicata
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Parole chiave: salvaguardia delle razze autoctone, gestione genetica,
marcatori proteici.

INTRODUZIONE - Uno delle azioni principali del “Programma di avvio di
un piano di conservazione della popolazione ovina Altamurana (INCIPIT)”
realizzato dall'Universita degli Studi di Bari “Aldo Moro” e finanziato dal-
’Ente Parco Nazionale dell’Alta Murgia era la gestione genetica del nucleo
residuo, che ¢ ripartito in otto realta aziendali e per il quale andrebbe perse-
guito obiettivo di programmare accoppiamenti tra individui non parenti.
Non avendo, perd, alcuna certezza anagrafica dei vari soggetti, per i quali da
tempo non vengono effettuati gruppi di monta e registrazione delle nascite,
una valutazione di massima del rapporto di parentela tra gli individui puo
essere effettuata sia con 'analisi storica degli otto greggi che attualmente co-
stituiscono il nucleo residuo, sia avvalendosi dell’elevato polimorfismo del
sistema emoglobinico che caratterizza la razza Altamurana. Questo lavoro
riporta i risultati della caratterizzazione del polimorfismo proteico di tutti i
soggetti relativamente ai loci alfa e beta globinici.

MATERIALI E METODI - Animali. Dopo un secolare periodo di fulgo-
re, la razza Altamurana ha seguito il destino di gran parte delle razze au-
toctone che hanno ceduto il passo alle razze specializzate a seguito di per-
dita di competitivita; cosi, dagli oltre 100.000 capi allevati in purezza in
Puglia fino a meta degli anni ‘70, nel giro di un ventennio si & arrivati al
rischio di estinzione. Per tutti gli anni ‘80 e *90, caposaldi del manteni-
mento dell'ultimo nucleo erano: a) un anziano allevatore di Cerignola-
FG, il sig. D’Errico; b) 'amministrazione provinciale di Bari che aveva in
affitto 'azienda silvo-pastorale Cavone, di proprieta della Regione Puglia,
e presso la quale manteneva diverse razze ovine tra cui un nucleo di Alta-
murane in purezza. Sul finire degli anni ’90, un nuovo attore si affaccia
nella scena, il signor Nicola Viti il quale si attiva per istituire un gregge di
ovini di razza Altamurana nella storica masseria Viti-De Angelis, in agro
di Altamura. All’'uopo vengono acquistati agnelli dall’Azienda Cavone e
da D’Errico. Purtroppo nella prima decade del terzo millennio, travaglia-
to & il destino sia del gregge “D’Errico’, che a seguito del decesso del pro-
prietario viene dato in carico all'Istituto Sperimentale per la Zootecnia di
Segezia, sia del gregge dell’azienda Cavone il quale, per una serie di vicis-
situdini politico-amministrative, viene sparpagliato ed infine fortunata-
mente ripartito presso due allevatori custodi (aziende D ed H, Tabella 1).
Anche il gregge dell’azienda Viti (Azienda C, Tabella 1) viene successiva-
mente suddiviso e circa la meta dei capi viene acquistata da un altro alle-
vatore (Azienda E, Tabella 1). Accanto alle summenzionate aziende C, D,
E ed H, si aggiungono altre piccole realta di allevatori convertiti di recen-
te ad un ritorno alle antiche tradizioni per il fiorire delle masserie didat-
tiche e di un nuovo interesse per la lana e la rusticita della razza, cui perd

Tabella 1 - Codice, origine e numerosita
degli otto greggi di razza Altamurana in pu-
rezza che aderiscono al progetto.

Codice Origine del gregge n° capi AT
A Azienda Cavone 30
B D’Errico 31 AA
C Viti (Cavone - D’Errico) 80 AB
D Azienda Cavone 54 Al
E Viti 109 BI
F D’Errico 13 BB
G Azienda Cavone/D’Errico 47 1]
H Azienda Cavone 145 TOT

onNn o >

-
O 5

certo non ¢ alieno il sostegno previsto dalla Regione Puglia agli allevato-
ri pugliesi che hanno fatto la scelta delle razze autoctone (misura 214/7
“Tutela della biodiversita” del PSR Puglia 2007-2013). Caratterizzazione
del polimorfismo alfa e beta globinico. I soggetti sono fenotipizzati, ana-
lizzando i singoli emolisati mediante focalizzazione isoelettrica (PAGIF)
e cromatografia in fase liquida ad alta prestazione (HPLC) (Pieragostini
et al,, 2010). Le frequenze alleliche e genotipiche sono state calcolate me-
diante il metodo per conta diretta.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Lanalisi delle frequenze alleli-
che al locus beta nonché quelle relative agli aplotipi al sistema alfa ha
confermato la presenza di tutti i varianti segnalati negli studi fatti in
anni passati (Pieragostini et al., 2003), segno che durante le vicissitu-
dini della popolazione e della sua frammentazione non si sono avuti
fenomeni di deriva tali da portare alla perdita di alleli rari; variabilita
confermata anche dal fatto che detti varianti sono abbastanza ben di-
stribuiti nell’ambito delle diverse aziende. A titolo esemplificativo la
Tabella 2 riporta la distribuzione dei fenogruppi relativi al locus beta
nelle diverse aziende. Il dato pil confortante & proprio quello relativo
alla distribuzione degli alleli rari in base ai quali effettuare accoppia-
menti assistiti. Cid potrebbe comportare un aumento della frequenza
di detti alleli, ma questo evento se controllato, non dovrebbe portare al-
cun nocumento, dal momento che precedenti lavori hanno evidenziato
che nessuno dei varianti globinici considerati ¢ correlato ad effetti pa-
tologici ed i valori ematologici registrati per i diversi fenogruppi, rien-
trano nell’intervallo di normalita della specie; anzi, a questo riguardo va
sottolineata I'associazione degli alleli rari alfa e beta con valori di ema-
tocrito minus varianti, caratteristica di valore adattativo positivo in am-
bienti aridi e con presenza di parassiti emotropici come quelli nei qua-
li questa razza si ¢ evoluta (Pieragostini et al., 2010).

1 A conservation effort for the Altamurana local sheep breed:
Il. Alpha and beta globin variants as indicator of variability

Key words: sheep, native breeds, hemoglobin polymorphism.
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Tabella 2 - Distribuzione dei fenogruppi corrispondenti ai genotipi al locus beta osservati
nelle singole aziende progetto.

Aziende

B C D E F G H TOT
0 1 0 0 2 0 1 4
6 14 6 22 3 7 20 80
0 0 1 0 1 0 4 6
2 22 21 23 4 2 63 155
22 35 23 57 3 37 40 223
0 8 3 4 0 1 17 37
30 80 54 106 13 47 145 505
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INTRODUZIONE - 11 settore caprino & un’importante realta per la Re-
gione Calabria, che ¢ al secondo posto in Italia come consistenza per
questa specie (147.779 capi, *dati BDN Anagrafe Zootecnica, 2013). In
particolare, hanno rilievo regionale le razze di Tipo Genetico Autocto-
no (T.G.A.), quali la Nicastrese, la Capra dell’ Aspromonte e la Rustica
di Calabria. La capra Nicastrese, presente ed allevata in tutta la Provin-
cia di Catanzaro (4.159 capi) ¢ molto apprezzata dagli allevatori per le
sue caratteristiche produttive (latte: primipare 180 It in 150 gg; secon-
dipare 220 It in 210 gg; pluripare 260 It 210 gg). Nel tempo si & diffusa
anche nelle Provincie limitrofe, raggiungendo in tutta la Regione una
consistenza di razza di circa 5000 capi. Il latte ¢ utilizzato nella maggior
parte dei casi per prodotti caseari tradizionali come il caprino Nicastre-
se, la giuncata Nicastrese, 1 formaggi misti come la cacioricotta, il cane-
strato, il pecorino con il pepe, la caciotta e le varie ricotte fresche, infor-
nate, salate e affumicate. La trasformazione del latte garantisce impor-
tanti introiti economici per una filiera locale basata sulla pastorizia a
conduzione familiare. Poiché le conoscenze sulla diffusione degli el-
minti nella capra Nicastrese sono molto limitate se non del tutto assen-
ti, obiettivo di questo lavoro ¢ stato quello di acquisire dati recenti sul-
la prevalenza di questo gruppo di parassiti in questa razza nella Provin-
cia di Catanzaro.

MATERIALI E METODI - Lo studio & stato condotto nel periodo feb-
braio-maggio 2014, su un gruppo di 200 capre di razza Nicastrese,
omogeneo per eta, stato fisiologico e stagione di pascolo e non sottopo-
sto a profilassi antiparassitaria da almeno sei mesi. I capi oggetto di stu-
dio provengono da 4 allevamenti di tipo estensivo, a conduzione fami-
liare diretta, ubicati nella Provincia di Catanzaro. In ciascuna azienda
sono state sottoposte ad indagine parassitologica 50 capre. Per gli esami
copromicroscopici ¢ stata utilizzata la FLOTAC dual technique con sen-
sibilita pari a 2 uova per grammo feci (upg), utilizzando due soluzioni
flottanti, una a base di sodio cloruro (peso specifico = 1,200) per la ri-
cerca e la conta delle uova dei nematodi (strongili gastrointestinali, Ne-
matodirus spp.) e dei cestodi (Moniezia spp.) ed una a base di zinco sol-
fato (peso specifico = 1,350) per la ricerca delle uova dei trematodi (Fa-
sciola hepatica, Calicophoron daubneyie, Dicrocoelium dendriticum) e
dei nematodi del genere Trichuris spp.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I risultati dell’indagine sono rias-
sunti nella seguente tabella (Tab. 1) dove riportiamo, per ciascuna spe-
cie e/o gruppo di elminti, il numero di capi positivi, le rispettive preva-
lenze (Fig. 1) con intervallo di confidenza e la media dell’'intensita pa-
rassitaria media espressa in upg. Gli strongili gastrointestinali, presenti
nel 100% degli animali controllati, sono risultati gli elminti pit diffusi,
seguiti dal genere Trichuris (41,4%) e Nematodirus (26,2%). I cestodi
del genere Moniezia sono state rilevati in oltre il 30% degli animali. De-
gli elminti a localizzazione epatica, D. dendriticum & risultato il piu dif-
fuso, presente in oltre il 47% delle capre, mentre F. hepatica non ¢& stato
riscontrato. Da segnalare la significativa diffusione dei paramfistomi
(C. daubneyi), elminti a localizzazione ruminale troppo spesso sottova-
lutati, riscontrati nel 65,6% degli animali. I nostri risultati evidenziano
una notevole diffusione degli elminti nelle capre di razza Nicastrese.
Considerando che la sanita degli allevamenti rappresenta il presuppo-
sto di base per il raggiungimento di buone performances produttive e ri-
produttive, 'impatto economico di questo quadro parassitario, anche se
non quantificato in questo studio, & certamente notevole. Poter dispor-

* Dati forniti dalla BDN dell’Anagrafe Zootecnica istituita dal Ministero
della Salute presso il CSN dell’Istituto “G. Caporale” di Teramo.
Cofinanziato POR FE SR 2007-2013 Linea intervento 8.2.1.6

Tabella 1 - EIminti, relative prevalenze ed intensita media (upg).

(N° animali esaminati = 200)
Elminti e/o gruppi

di elminti N_°_ : Prevalenza % upg
positivi (IC 95%)

SGI 200 100 (97,6-100) 558,17
Nematodirus spp. 52 26,2 (20,2-32,7) 9,89
Trichuris spp. 82 41,4 (34,2-48,2) 46,42
SBP 139 70,2 (62,5-75,7) =

C. daubneyi 130 65,6 (57,9-71,5) 237,47
D. dendriticum 94 47,4 (39,9-54,2) 19,09
F. hepatica 0 0 0

Cestodi (Moniezia spp.) 60 30,3 (23,8-36,9) =

Prevalenze (%)
(N. animali positivi/N. animali controllati x 100)
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Figura 1 - Prevalenze parassitarie.

re di conoscenze locali circa la presenza e la diffusione delle infezioni
parassitarie, & il requisito di base per programmare ed attuare protocol-
li di profilassi adeguati e terapie mirate per meglio salvaguardare que-
sta razza autoctona tradizionalmente allevata allo stato brado, minac-
ciata di erosione genetica.

I Helminths in goats of nicastrese breed in the Catanzaro
province

Key words: helminths, goats, Nicastrese, Calabria.
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INTRODUZIONE - 11 profilo acidico del grasso del latte influenza le
proprieta tecnologiche ed il valore nutrizionale dei prodotti caseari.
Numerosi studi hanno evidenziato relazioni sfavorevoli tra alcuni aci-
di grassi saturi (laurico, miristico, palmitico) e malattie cardiovasco-
lari, diabete e obesita, mentre sono noti i positivi effetti di CLA e ® 3
sulla salute umana.

11 formaggio ovino, apprezzato per la sua sapidita, ¢ talvolta sgradito
al consumatore per il suo elevato contenuto in grassi. Sarebbe pertan-
to opportuno modificare la composizione del grasso del latte ovino
per migliorare il valore dietetico e nutrizionale del formaggio senza
alterarne il gusto e ’'aroma. Ricerche recenti hanno dimostrato come
la variabilita del profilo acido del grasso dei ruminanti sia in parte de-
terminata geneticamente (Soyeurt et al., 2007; Carta et al., 2008; Ma-
roteau et al., 2014) e possa quindi essere modificata attraverso la sele-
zione. Il presente lavoro si propone di identificare le regioni del geno-
ma che modulano la variabilita del contenuto in acidi grassi del latte
di ovini di razza Sarda.

MATERIALI E METODI - I dati sono stati raccolti tra il 2001 e il
2010 su una popolazione costituita da 963 pecore backcross (G0)
SardaXLacaune e da 3 generazioni di discendenti (G1-G3), ottenute
dall’accoppiamento con 33 arieti del Centro Arieti della razza Sarda.
La popolazione ¢ stata genotipizzata con ’OvineSNP50 Beadchip (II-
lumina Inc). I prelievi per la determinazione del profilo acidico del
grasso sono stati realizzati in primavera durante la 2° e 3° lattazione
per 727 GO e nel corso di una lattazione adulta, per 1498 G1-G3.1 te-
nori dei principali acidi grassi (AG) sul grasso totale, determinati per
gascromatografia, e i valori di alcune loro combinazioni sono stati
corretti per i principali fattori di variazione. I fenotipi corretti sono
stati analizzati con un approccio che combina le informazioni di
linkage entro famiglia e quelle di linkage disequilibrium a livello di
popolazione. Inoltre, 'analisi delle componenti principali & stata uti-
lizzata per sintetizzare la probabilita di identita per discendenza
(IBD) tra gli aplotipi fondatori (Usai et al., 2014). Per ogni posizione
analizzata, ¢ stata applicata una regressione multipla sulle compo-
nenti principali estratte dalla matrice di IBD tra i 76 aplotipi sardi
derivati dagli arieti utilizzati.

Le soglie di significativita a livello del cromosoma (CW) e del geno-
ma (GW) sono state calcolate applicando la correzione di Bonferro-
ni al Pvalue nominale del test F per ogni posizione. Gli SNP risultati
significativi entro 'intervallo di 1 Mb sono stati considerati un uni-
co QTL. Quando in zone adiacenti di 1 MB (sino a 6 Mb in totale)
erano presenti QTL per lo stesso carattere e le correlazioni tra effetti
degli aplotipi erano superiori a 0,50 abbiamo riportato in tabella la
posizione del picco piu significativo. Analogamente quando i QTL
influenzavano AG diversi.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Nel complesso, su 29 caratteri,
sono stati identificati 143 SNP significativi alla soglia 1%CW, dei qua-
li 36 alla soglia 1%GW. Tutti i cromosomi, ad eccezione del 4, 21, 23
portavano almeno un’associazione significativa. Nessun QTL ¢ stato
identificato per C17, CLA, c18:3. Anche per le somme di AG a catena
media, lunga, insaturi (ufa), polinsaturi (pufa) non sono stai identifi-
cati QTL. Cio puo essere attribuito al fatto che tali somme sono costi-
tuite da precursori e prodotti della stessa reazione enzimatica per cui
all’incremento di un addendo corrisponde una proporzionale ridu-
zione del precursore.

Tra le 40 posizioni significative identificate sono di particolare inte-
resse quelle in OARI1 che influenza C14 e C16; OAR17 che influenza
C4 e C6, e OAR 22 che influenza i rapporti tra acidi grassi insaturi e i
loro precursori (CLAVC, R14, R16, R18) nelle quali si trovano 3 forti
geni canditati (FASN, AACS e SCD rispettivamente).

Tabella 1 - Posizioni* significativamente associate con i tenori in
AG del grasso del latte.

Ch Iﬁ; Carattere Ch Iﬁ; Carattere

1 11 Tot 12 42 C16

1 240 C8,C10,corta 12 66 C4

2 205 C15 13 10 C14:1

3 194 C16:1 14 10* C4, C6, C12, corta
5 22 C18:2 14 62" C6, C16

6 58 C14:1, Ry, Ryg 15 65 c4

6 88" C8, C10 16 20" C10, C12, C15, sfa
7 26" C14:1, Ry, C16:1 16 32 Ris

7 29 R16 17 51* C4, C6

7 87 C14 18 65 tot

8 1 C14:1, C18 19 3 C8

9 11 C4 19 13 C18, R18

10 25 C16:1, Ryg 20 10 C14:1,R, C16:1,Re
10 41 C15 20 50 C10, C12, corta
10 68 Ve 2 20 %11?:%1:1&1\\%4’
11 21 Sfa 22 48" C18:1, mufa,tot
11 29* (6, C8, C10, corta 24 29 C12
Wow SR w w o,

11 57 C18,Rys, Ry 25 43 c18:2

12 1 C14:1,R,, 26 1 c16

*pili di un picco entro 6Mb. Vc = ac. vaccenico, CLAVC = CLA/vaccenico, R14 = 100*
C14:1/C14, R16 = 100*C16:1/C16, R18 = 100*C18:1/C18, corta = c4+c6+c8+c10, Sfa
= somma AG saturi, tot: somma AG.

1 Genomic regions affecting fatty acid content
of milk fat in sarda sheep

Key words: SNP, QTL, IBD, LDLA, fatty acids.
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INTRODUZIONE - Lo stress termico determina lattivazione dell’espres-
sione di alcuni pathways delle risposte immunitarie orchestrate dalla secre-
zione delle citochine. La produzione delle citochine, infatti, attiva e pro-
muove la risposta cellulare T helper (Th)1 (Interferone-IFN-y e IL-12) e
Th2 (IL-10, IL-13, IL-4). La risposta di tipo Th1 controlla le risposte di tipo
cellulo-mediate, esprimendo un profilo inflammatorio, mentre la risposta
Th2 attiva la risposta umorale, a favore di un profilo antiinfiammatorio. In
condizioni di stress termico, le citochine della risposta Th1 vengono down
regolate, causando uno spostamento della risposta immunitaria a favore
della secrezione delle citochine della risposta Th2, sopprimendo in tal mo-
do l'immunita cellulo-mediata (Webster et al., 2002). In pecore stressate ter-
micamente dopo una supplementazione nella dieta a base di semi di lino,
ricchi dell'n-3 PUFA acido oi-linolenico (C18:3, ALA), ¢ stato registrato un
aumento delle risposte immunitarie umorali e del cortisolo (Caroprese et al.
2012). Al contrario, in agnelli sottoposti a stress termico, una supplementa-
zione a base della macroalga bruna Ascophyllum nodosum (Tasco), ricca del-
P'acido eicosapentaenoico n-3 PUFA (C20:5, EPA) é stato osservato un mi-
glioramento del sistema immunitario e dello stress ossidativo (Saker et al.,
2004). Lobiettivo del presente lavoro € stato la valutazione dell’effetto della
supplementazione della dieta con semi di lino, alga, e la loro combinazione
sul sistema immunitario in termini di: (i) immunita cellulare e umorale, (ii)
attivazione dell’asse ipotalamico pituitario (HPA) con produzione di corti-
solo, nelle pecore in lattazione, in condizioni di stress termico.
MATERIALI E METODI - La prova ha avuto una durata di 30 giorni: 32 pe-
core di razza Comisana, allevate presso il CRA di Segezia (Foggia), sono sta-
te divise in quattro gruppi sperimentali, supplementati rispettivamente con
A. nodosum (AG), con semi di lino (FS), e con una combinazione di semi di
lino e A. nodosum (FS+AG); il gruppo controllo (C) non ha ricevuto alcuna
supplementazione. La risposta cellulo-mediata delle pecore ¢ stata valutata
attraverso skin-test condotto su tutti gli animali a 0, 15, e 30 giorni dell’espe-
rimento, dopo iniezione sottocutanea di fitoemoagglutinina (1 mg in ImL di
soluzione salina sterile) su ciascuna spalla di ogni animale e relativa misura
dell’ispessimento cutaneo medio, dopo 24h. Per determinare la risposta
umorale delle pecore, gli animali sono stati sottoposti ad iniezione intrader-
mica di un antigene, OVA (6mg per soggetto in 1mL di soluzione salina ste-
rile e ImL di adiuvante di Freund), all'inizio della prova e con un richiamo
successivo senza adiuvante al giorno 7 della prova. Per la determinazione del
cortisolo nel siero delle pecore, ¢ stata effettuata un’iniezione di intradermica
di ACTH al giorno 22 della prova, e i campioni di siero sono stati ottenuti im-
mediatamente e dopo 60, 120, 240 minuti dall'iniezione. Campioni di sangue
sono stati prelevati a 0, 15, e 30 giorni della prova e i sieri di ciascuna pecora
sono stati analizzati mediante test ELISA per determinare la concentrazione
di IgG anti-OVA, IL10 e IL-13 e cortisolo. Tutti i dati sono stati sottoposti ad
analisi statistica GLM con il pacchetto statistico SAS (1999).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - In condizione di stress termico, le
pecore supplementate con semi di lino hanno presentato una maggiore se-
crezione di cortisolo, come gia riscontrato in Caroprese et al. (2012), ri-
spetto al gruppo FS+AG, in cui la presenza simultanea di semi di lino e al-
ga potrebbe aver causato una ridotta attivazione del sistema endocrino
(Fig. 1). Pimmunita cellulo-mediata & rimasta inviariata nel gruppo FS
mentre negli altri gruppi sperimentali si & ridotta nel tempo (P<0,001). La
produzione di IL-10 ¢ aumentata in tutti i gruppi sperimentali al giorno 15
della prova. I glucocorticoidi hanno un’azione diretta nella up-regolazione
della produzione dell'IL-10, dimostrando un possibile legame nei valori di
cortisolo e di IL-10 che sono stati registrati nei gruppi sperimentali; inoltre
nel gruppo FS i risultati dello skin test, hanno permesso di ipotizzare un
ruolo dei semi di lino nel promuovere la risposta Th1 rispetto alla Th2 che
normalmente prevale in condizione di stress termico (Caroprese et al.,
2009). 11 livello delle IgG anti-OVA ematiche ¢ aumentato in tutti i gruppi
sperimentali (P<0,001), mentre al giorno 15 il gruppo FS+AG ha registra-
to il valore pit1 basso (P<0,05). La produzione dell'TL-13 & stata pil bassa
nel gruppo FS+AG rispetto agli altri gruppi sperimentali. CTL-13 ha un
ruolo diretto nella risposta Th2 e nello sviluppo dell'immunita umorale
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Figura 1 - Produzione di cortisolo nel plasma (Medie + SEM) di
pecore alimentate con la dieta controllo (C), e supplementate con A.
nodosum (AG), semi di lino (FS), e una combinazione A. nodosum e
semi di lino (FS+AG).
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Figura 2 - Produzione di IgG anti-OVA (Medie + SEM) in pecore
alimentate con dieta controllo (C), e supplementate con A. nodosum
(AG), semi di lino (FS), e una combinazione A. nodosum e semi di li-
no (FS+AG).

(Zurawski and de Vries, 1994), ¢ stato, dunque, possibile trovare una corre-
lazione tra i pit1 bassi livelli di IL-13 presenti nel gruppo FS+AG e i ridotti
livelli di IgG anti-OVA osservati nello stesso gruppo.

1 Pufa and ewe immune responses during heat stress

Key words: cytokine, sheep, PUFA, heat stress.
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Parole chiave: capretti, polifenoli, caratteristiche carne.

INTRODUZIONE - I polifenoli sono una famiglia di sostanze larga-
mente rappresentate nel mondo vegetale, caratterizzate dalla presenza
di molteplici gruppi fenolici associati in strutture pitt 0 meno comples-
se di alto peso molecolare. Sono considerati degli antiossidanti natura-
li, agendo da “scavengers” dei radicali liberi, soprattutto perossilici,
rompendone la catena di formazione e legandosi ad essi per neutraliz-
zarli. Inoltre agiscono da “quenchers” nei confronti dei ROS e dei RNS
e da chelanti di metalli (Rice-Evans et al., 1997). Presentano numerose
funzioni biologiche, tra cui proprieta anti-inflammatorie, anti-ateroge-
ne, anti-virali e anti-carcinogeniche (Obied et al., 2005). Negli ultimi
anni, le industrie alimentari si stanno indirizzando verso I'impiego di
antiossidanti naturali nelle formulazioni alimentari, allo scopo di ritar-
dare Possidazione lipidica e migliorare la qualita e il valore nutriziona-
le dei prodotti finiti (Fasseas et al., 2007). Per la carne & possibile mi-
gliorarne la qualita e la shelf-life attraverso 'impiego degli antiossidan-
ti nella fase di pre-macellazione, incorporandoli nella dieta degli ani-
mali. Scopo del presente studio ¢ stato di valutare I'effetto dei polifeno-
li nella fase di post-svezzamento in termini di incremento ponderale
giornaliero (IPG), peso alla macellazione, caratteristiche istologiche del
tratto gastroenterico e caratteristiche della carne.

MATERIALI E METODI - La prova ¢ stata condotta su 9 capretti ma-
schi di razza Saanen, ed ha avuto una durata di 90 gg. I capretti sono
stati suddivisi in 3 gruppi omogenei per peso ed eta al momento dello
svezzamento (40 gg): Gruppo A (n=3), alimentato con una razione
standard; Gruppo B (n=3), alimentato con la razione standard e inte-
grazione di polifenoli in polvere; Gruppo C (n=3), alimentato con la ra-
zione standard e integrazione di polifenoli in capsule. I polifenoli sono
stati ottenuti da un trattamento effettuato su acque di vegetazione pro-
venienti da frantoio, con sistema di estrazione continuo a tre fasi. Gli
animali sono stati pesati ogni 10 giorni e sono stati calcolati i diversi
IPG (Tab. 1). Al momento della macellazione si & valutata la resa al ma-
cello e sono stati prelevati campioni di longissimus dorsi per I'analisi
delle caratteristiche chimiche e reologiche della carne. I dati sono stati
analizzati mediante il SAS.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Non sono emerse differenze in
termini di peso alla macellazione e IPG tra i tre gruppi, sebbene valori
pitt elevati siano stati osservati nei gruppi trattati con polifenoli (Tab.
1). La resa alla macellazione ¢ stata mediamente del 48,6% senza diffe-
renze tra i gruppi. Anche le caratteristiche chimiche della carne sono ri-

Tabella 1 - Incrementi ponderali e peso alla macellazione medio
nei 3 gruppi di capretti.

Peso Peso Peso IPG IPG IPG

Nas. Svez. Macel. nas-svez svez- totale

(kg) (kg) (kg) (an) macel (gr)  (ar)
A 223 6,73 10,83 70 40 90
B 2,27 6,67 15,57 70 90 140
C 2,27 6,83 14,60 70 80 130

Tabella 2 - Analisi chimica dei campioni di Longissimus dorsi nei
Gruppi A, Be C.

Umidita Grassi  Proteine  Collagene Ceneri pH
A 76,0 2,7° 20,7 2,3 0,42 6,0
B 74,4 4,14 21,2 2,4 1,2° 5,7
C 73,9 3,9¢ 21,3 2,5 10 5,7

Valori con lettere differenti sono statisticamente differenti (**, P<0,05; °9,
P<0,10).

sultate simili (Tab. 2), sebbene i soggetti dei gruppi B e C abbiano mo-
strato una maggior (P<0,05) quantita di ceneri e, tendenzialmente
(P<0,10), di grassi rispetto ai soggetti del gruppo A.

Non sono emerse differenze significative tra i gruppi per la forza di ta-
glio (WBS), anche se i soggetti del gruppo B hanno fornito i valori me-
di tendenzialmente (P<0,10) pitt bassi. I capretti dei gruppi B e C han-
no evidenziato valori di L¥, indice del rosso (a*) e croma significativa-
mente pit elevati (P<0,05-0,001) rispetto al gruppo A. La conservazio-
ne del campione in frigorifero per 5 giorni ha determinato una diffe-
renza di colore che gia al giorno 3 diventa percepibile all’occhio umano
e in misura maggiore nei due gruppi trattati, rispetto al controllo (va-
lori 5.87,7,74 € 7,86). La stima della quantita di mioglobina (Mb) e del-
le sue forme (ossimioglobina, MbO2 e metamioglobina, MMb+) ha
evidenziato un maggiore contenuto di Mb e MbO2 nel gruppo C
(P<0,05) e una non diversa percentuale di MMb+. Lanalisi istologica
del tratto gastroenterico ha messo in evidenza alcune differenze nell’or-
ganizzazione ultrastrutturale, in particolare per lo spessore della muco-
sa e del suo epitelio di rivestimento, per un maggior sviluppo del siste-
ma immunitario associato all’apparato gastrointestinale. Il test di valu-
tazione del burst ossidativo leucocitario ha messo in evidenza una mag-
gior produzione di anione superossido e quindi una maggiore attiva-
zione leucocitaria, verosimilmente collegata ad un aumento dell’attivita
fagocitaria, negli animali alimentati con 'aggiunta di polifenoli. Ulte-
riori studi su un maggior numero di soggetti sono necessari per valuta-
re le funzioni dei polifenoli nella fase di post-svezzamento nei capretti.

1 Growth performance and meat characteristics
in kids fed a diet supplemente with polyphenols

Key words: kids, polyphenols, meat characteristics.
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Parole chiave: oli essenziali, metano, fermentazioni ruminali, degra-
dabilita ruminale.

INTRODUZIONE - Lutilizzo degli estratti di origine vegetale e degli
oli essenziali, volto ad influenzare le fermentazioni a livello ruminale,
¢ oggetto di ricerca frequente negli ultimi anni (Patra et al., 2011; Pa-
tra e Yu, 2012). Gli oli essenziali sono composti aromatici naturali co-
stituiti da complesse miscele di metaboliti secondari prodotte da nu-
merose piante dalle riconosciute proprieta antimicrobiche (Benchaar
etal., 2008). L'obiettivo di questo studio ¢ stato quello di valutare le va-
riazioni nella produzione di metano ed altri gas ruminali di fermenta-
zione in un sistema in vitro in cui era previsto I'impiego di estratti di-
versi di origine vegetale.

MATERIALI E METODI - Le fermentazioni sono state condotte in
bottiglie da siero da 100 mL. In ciascuna bottiglia & stato posto un sub-
strato (300 mg; granulometria: 1 mm) composto da fieno di erba me-
dica e farina di granoturco (50:50). Al substrato, ad eccezione delle bot-
tiglie controllo, sono stati aggiunti 15 mg di uno dei seguenti oli: a) ori-
gano (Origanum vulgare L.); b) rosmarino (Rosmarinus officinalis L.); ¢)
cardo (Cynara cardunculus L.). Sono state preparate 4 bottiglie per cia-
scun trattamento (compreso il controllo). Il buffer medium ¢ stato pre-
parato secondo la procedura di Menke e Steingass (1988). Il succo ru-
minale ¢ stato raccolto da una pecora di razza Bergamasca x Appenni-
nica provvista di cannula ruminale ed ¢ stato aggiunto al buffer in rap-
porto 1:2. La soluzione cosi ottenuta ¢ stata distribuita (30 mL) in tut-
te le bottiglie, che sono state chiuse e poste in incubazione a 39°C per
24 h sotto agitazione. Un ulteriore gruppo di 4 bottiglie, contenenti sol-
tanto la soluzione, ¢ stato sottoposto alle stesse condizioni di incuba-
zione degli altri gruppi sperimentali ed ¢ stato utilizzato come bianco
(correzione dei risultati per la produzione del gas risultante dalla sola
attivita del succo ruminale). Alla fine delle 24 h di incubazione, ¢ stata
valutata la pressione sviluppatasi all’'interno di ciascuna bottiglia ed ¢
stata rilevata la composizione relativa dei singoli prodotti di fermenta-
zione (CO,, CH,, O,, NH;, H,S). Lo strumento utilizzato ¢ stato un ana-
lizzatore portatile ad infrarossi ABE_1500, impiegato dal Centro Nazio-
nale per le Ricerche sulle Biomasse per la valutazione della concentra-
zione delle componenti gassose del biogas prodotto dall’'impianto anae-
robico a biocelle (Cotana et al., 2013). Lo strumento & dotato di senso-
ri a celle elettrochimiche e ad infrarossi ad elevata sensibilita e consen-
te di rilevare il contenuto percentuale in CH,, CO,, O, e le parti per mi-
lione di CO, H,S ed NH.. Il contenuto di ciascuna bottiglia ¢ stato fil-
trato attraverso filter bags (porosita: 50 um; Ankom Technology, Mace-

Tabella 1 - Effetto degli oli essenziali di origano (O), rosmarino (R) e cardo (C) sulla pro-

duzione di gas in vitro.

CTR o R c

Pressione (mbar)  1014,9°  1012,84*  1013,3>  1012,42°
Gas (mL) 71,360 71,100 71,170 71,040
CH, (mL) 11,80 12,23 12,13 12,35
CO, (mL) 52,49° 50,61° 51,080 50,04°
0, (mL) 0,13 0,01 0,02 0,00
H,S (ppm) 467,60° 466,60 467,00  466,00°
NH, (ppm) 957,80° 479,60  810,50®  724,80%

** P<0,01; ** P<0,001; NS: non significativo.
e Medie all’interno della stessa riga differiscono significativamente.

100,00 B P<0.00 A A
A W
0,00

CTR o) R c
WSS (%) 67,00 | 5847 | 70,50 | 7327

Figura 1 - Degradabilita percentuale della sostanza secca (SS) re-
gistrata per i diversi trattamenti.

don, NY, USA) per la determinazione del substrato residuo ed il calco-
lo della degradabilita, previa essiccamento in stufa delle stesse a 105 °C
per 24 h. I dati sono stati analizzati mediante procedura GLM del
software SAS (2010) utilizzando un modello di analisi della varianza.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I dati in Tabella 1 evidenziano
una riduzione della pressione sviluppata, e quindi del gas prodotto, in
presenza di tutti e tre gli oli utilizzati ma in maggior misura in presen-
za di olio di cardo ed origano (P<0,01). La produzione di CH, non vie-
ne influenzata dall’aggiunta in coltura degli oli essenziali.

Rilevante ¢ invece I'effetto inibitorio sulla produzione di NH, (Tab. 1) e
sulla degradabilita della sostanza secca operata dall’olio di origano
(P<0,001) (Fig. 1). Gli effetti osservati potrebbero essere riconducibili
ad un azione selettiva degli oli utilizzati su alcuni microorganismi ru-
minali, determinando una riduzione della degradazione di alcune com-
ponenti del substrato (proteine ed aminoacidi) (Patra et al., 2011). So-
stanze naturali quali gli estratti vegetali possono trovare un impiego
nelle diete dei ruminanti al fine di migliorare lefficienza energetica del-
la razione e il benessere e la produttivita dell’animale. Nel contempo, il
loro impiego consente di ridurre I'impatto ambientale degli allevamen-
ti. Sono tuttavia necessari ulteriori studi volti a stabilire con maggiore
precisione gli effetti di tali sostanze sia a livello ruminale che sistemico.

1 Effect of essential oils of origanum vulgare, rosmarinus
officinalis and cynara cardunculus on rumen in vitro
fermentation

Key words: essential oils, methane, rumen fermentations, ruminal de-

gradability.
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Parole chiave: caprini, scrapie, selezione genetica.

INTRODUZIONE - La scrapie & un’encefalopatia spongiforme tra-
smissibile (EST) che colpisce gli ovi-caprini. L'unico strumento di con-
trollo della scrapie nella capra si basa sull’individuazione dei capi posi-
tivi e sul conseguente abbattimento totale dell’effettivo presente in sede
di focolaio, con notevoli ripercussioni negative sul settore dell’alleva-
mento caprino. Studi di campo e sperimentali hanno messo in luce I'as-
sociazione tra resistenza alla scrapie e la mutazione del gene PRNP
222K. 1l progetto Europeo EMIDA ERA-NET “Towards breeding of
goats for genetically determined TSEs resistance” si propone di appor-
tare le informazioni mancanti e necessarie all’attuazione di un piano di
selezione nei caprini (WP1) e di coinvolgere attivamente gli allevatori
(WP2). Questo abstract descrive il lavoro svolto nell’ambito di tale pro-
getto dal consorzio italiano, costituito dai tre Istituti Zooprofilattici
Sperimentali di Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta (IZSPLV), Sicilia
(IZSSI) e Sardegna (IZSSA) e dall'Istituto Superiore di Sanita.
MATERIALI E METODI - WP1: IZSPLV ha contribuito a fornire agli
altri partner europei, tra cui ISS, campioni derivanti da 4 capre Q/K e
2 Q/Q infettate sperimentalmente, da utilizzare quale inoculo in arvi-
cole (13-17 per inoculo). ISS ha effettuato prove di conversione in vi-
tro mediante PMCA per indagare la diversa resistenza del polimorfi-
smo 222K; a tale scopo sono stati utilizzati substrati di topi transgeni-
ci wild-type (Tg 501) e topi transgenici con K al codone 222 (Tg 516).
IZSSA ha in corso lo studio di linee famigliari suscettibili e resistenti
alla scrapie nell’ambito di un focolaio ottenuto mediante inoculo spe-
rimentale di 35 capre successivamente sottoposte ad accoppiamento;
il focolaio comprende, infatti, i capi appartenenti a prima e seconda
generazione. WP2: tutti gli IIZZSS sono impegnati nella genotipizza-
zione delle razze presenti sul proprio territorio di competenza, al fine
di valutare la frequenza delle mutazioni associate a resistenza e I'ubi-
cazione degli animali portatori di 222K. Inoltre partecipano alla sen-
sibilizzazione e divulgazione di informazioni agli allevatori mediante
creazione di materiale informativo. La genotipizzazione ¢ in corso di
estensione a tutto il territorio nazionale, grazie alla collaborazione di
ASSONAPA che inviera campioni di becchi controllati e utilizzati co-
me riproduttori. Al momento lo stato delle attivita ¢ il seguente:
IZSPLV: sono pervenuti 577 campioni, provenienti da 10 allevamenti:
505 sono stati genotipizzati al codone 222 mediante la tecnica ad alta
resa del pirosequenziamento.

IZSSA: 201 becchi provenienti da 13 allevamenti sono stati genotipiz-
zati mediante sequenziamento diretto.

1ZSSI: 252 campioni provenienti da differenze razze tipiche della Sicilia
(Girgentana, Rossa Mediterranea, Maltese e incroci) sono state genoti-
pizzate mediante sequenziamento diretto.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Le prove svolte dall’ISS hanno
confermato in vitro 'assenza di amplificazione nel caso nel substrato
sia presente il polimorfismo K222. Gli inoculi in arvicola sono al mo-
mento in corso.

Per coinvolgere gli allevatori ¢ stata prodotta una brochure divulgativa,
distribuita attraverso la partecipazione ad eventi zootecnici, convegni e
attraverso il canale ASSONAPA e ASL.

Lo studio svolto da IZSPLV ha mostrato che I'allele 222K presenta nel
campione analizzato una frequenza pari all’l11% (57 capre portatrici
della mutazione di cui 53 eterozigoti e 4 omozigoti).

IZSSA ha rilevato una frequenza di 222K, nel campione analizzato, pa-
ri all’8%, e inoltre un’elevata frequenza (25%) di una mutazione pre-
sente solo nella razza Sarda: 145D. In vivo & stata confermata la resi-
stenza associata a 222K ed ¢ stato evidenziato un ruolo protettivo anche
di 145D, pur se il follow-up ¢ ancora in corso.

1ZSSI ha rilevato una frequenza di 222K pari al 29% nella razza Gir-
gentana, 10% nella Rossa Mediterranea, 0% nella razza Maltese e 8%
negli incroci.

Il progetto avra termine nel mese di aprile 2015: gli studi di inoculo e
genotipizzazione sono pertanto ancora in corso. I primi risultati otte-
nuti sono molto promettenti: sia in vivo sia in vitro si sono raccolte ul-
teriori evidenze scientifiche a riprova della resistenza conferita da 222K
e quindi della possibilita di utilizzare questo allele come target di sele-
zione genetica per eradicare la scrapie nei caprini. Le analisi di frequen-
za hanno confermato quanto gia riportato da Acutis et al., (2008), ossia
che la frequenza di 222K & maggiore nelle razze meridionali rispetto al-
le settentrionali; nonostante cio, il progetto sta consentendo di indivi-
duare gli allevamenti in cui sono presenti gli animali resistenti, che po-
tranno essere utilizzati come nuclei di partenza per la disseminazione
dell’allele di resistenza nella popolazione generale. I campioni che a bre-
ve verranno raccolti da ASSONAPA in tutta Italia consentiranno di ave-
re una mappa nazionale della distribuzione dei riproduttori portatori
del carattere di resistenza. Il grande interesse mostrato dagli allevatori &
un elemento molto positivo, indicativo di una buona probabilita di suc-
cesso dell’azione di incremento di 222K nelle razze caprine italiane e,
nel futuro, di una buona adesione e applicazione di un eventuale piano
di selezione genetica.

1 EMIDA ERA-NET: european research to sustain goat
breeding

Key words: goats, scrapie, genetic selection.
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INTRODUZIONE - Le comunitd microbiche presenti nel tratto ga-
strointestinale dei ruminanti influenzano Pefficienza dell’utilizzo di nu-
trienti quali amido, proteine e fibre vegetali, che diventano la principa-
le fonte di carbonio ed energia per I'ospite. L'idrolisi dei polisaccaridi e
delle proteine presenti nella biomassa vegetale ad opera di tali comunita
microbiche porta alla produzione di CO,, CH,, acidi grassi volatili e H,.
Alcuni studi riportano gli effetti dell’ospite, della dieta, delle condizio-
ni ambientali su un elevato numero di specie e comunita microbiche
del rumine. Questi studi sono stati condotti su diversi ruminanti quali
la vacca, la renna, le pecore, il bufalo, lo yak (Ross et al., 2013; Kittel-
mann et al., 2013), mentre solo pochi lavori (Cunha et al., 2011; Lee et
al., 2012) descrivono la diversita microbica del rumine caprino attra-
verso le tecniche di sequenziamento Next Generation Sequencing
(NGS). Scopo del presente lavoro ¢ stato quello di compiere uno studio
preliminare, sulla variabilita individuale del microbiota ruminale nella
specie caprina, mediante I'utilizzo della tecnologia NGS.

MATERIALI E METODI - E stato prelevato il fluido ruminale da tre
capre di razza Camosciata delle Alpi, a digiuno prima della sommini-
strazione della dieta. Il fluido ruminale & stato immediatamente refri-
gerato e conservato a -80°C fino alla successiva liofilizzazione. Il DNA &
stato estratto utilizzando il protocollo descritto da Yu e Morrison
(2004), partendo da 25 g di campione liofilizzato. Lanalisi quali-quan-
titativa del DNA estratto ¢ stata effettuata sia mediante Nanodrop sia su
gel di agarosio 1%. Il gene 16S rRNA ¢ stato utilizzato per la caratteriz-
zazione dei batteri e degli archea, con le due coppie di primer descritte
in letteratura (Kittelmann et al., 2013). Tutti i primer contenevano alle
due estremita sequenze adattori per il sequenziamento su piattaforma
MiSeq Illumina. Il protocollo prevede una prima fase di amplificazione
con i primer specificati, seguita da una secondo step di arricchimento
con un breve ciclo di amplificazione in presenza di primer complemen-
tari alle sequenze degli adattatori (Nextera dual index barcodes, Illu-
mina). La classificazione dei microrganismi ¢ stata effettuata utilizzan-
do il software MiSeq Reporter (Illumina), che effettua un’analisi tasso-
nomica utilizzando il database Greengenes.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Sono stati analizzati un totale di
1.037.457 reads per i batteri e un totale di 1.294.339, reads per gli archea.
I batteri identificati provengono da 19 phyla comprendenti una media di
87 famiglie e 135 genera, mentre gli archea da una media di 7 phyla, 12
famiglie e 15 genera nei tre individui analizzati. Come gia riportato in al-
tri lavori pubblicati (Kittelman et al., 2013; Cunha et al., 2011), la fami-
glia di batteri pili rappresentata nel rumine delle tre capre ¢ quella delle
Prevotellaceae (44,9 + 4,4%), seguita dalla famiglia delle Porphyromona-
daceae (7 + 1,6%). Questi batteri apparentemente giocano il ruolo mag-
giore nella degradazione della dieta a livello del rumine. Altri gruppi di
batteri appartengono alle famiglie Veillonellaceae (4,3 + 0,4%), Lachno-
spiraceae (3,7 + 0,3%), Fibrobacteriaceae (2,2 + 1,1%), Flavobacteriaceae
(3,8 £ 0,9%) e Ruminococcaceae (2,5 + 0,5%). Circa il Il 28% dei batteri
analizzati ¢ risultato non classificato. La composizione della comunita
degli archea ¢ risultata simile in due delle tre capre analizzate per la fa-
miglia delle Picrophilaceae (79,7 £ 9,2%) e Methanobacteriaceae (13,4
5,6%) e per contro, una delle tre capre, a fronte di un 4% di archea non
identificati, ha mostrato la presenza nel rumine del 43,4% di archea ap-
partenenti alla famiglia delle Picrophilaceae, del 9,6% di Methanobacte-
riaceae e del 42,7% di Methanomicrobiaceae. Il completamento dello stu-
dio delle altre popolazioni presenti nel liquido ruminale quali i protozoi,
che vivono in stretta simbiosi con i metanogeni, potrebbe consentire di
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Figura 1 - Composizione delle comunita microbiche (Batteri, Ar-
chea) presenti nel rumine delle tre capre camosciate.

capire meglio la variabilita riscontrata per gli archea negli animali ana-
lizzati. I protocolli sviluppati e la tecnologia utilizzata in questo approc-
cio sperimentale hanno mostrato di essere un ottimo strumento per lo
studio e la definizione delle popolazioni microbiche presenti nel rumine.

1 Preliminary study of goat rumen microbiome
by Next Generation Sequencing

Key words: goat, rumen microbiome, bacteria, archea.
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Parole chiave: biodiversita, ovini delle Rocche del Crasto, DNAmt.

INTRODUZIONE - Le Rocche del Crasto costituiscono una grande
formazione rocciosa situata a ridosso dei comuni di Longi e Alcara Li
Fusi nel Parco dei Nebrodi. Il “Progetto Biodiversita Ovini Rocche del
Crasto”, voluto dalla Regione Sicilia, ¢ finalizzato al recupero delle for-
me di allevamento tradizionali siciliane per lo sviluppo del territorio
rurale e la gestione sostenibile della risorse naturali. Questo obiettivo &
compreso fra gli indirizzi comunitari di tutela, conservazione e gestio-
ne del patrimonio genetico animale, attraverso il recupero del patrimo-
nio ovino siciliano allevato in aree difficili e svantaggiate. Nell’ambito
di questo pitt ampio progetto, ¢ stata condotta ’analisi della variabilita
del DNA mitocondriale (DNAmt) nella popolazione ovina allevata nel
territorio delle Rocche del Crasto.

MATERIALI E METODI - All’interno del Parco dei Nebrodi, sono sta-
ti prelevati 89 campioni di sangue in 9 aziende distribuite nell’areale
delle Rocche del Crasto (RC). Nello studio sono stati inclusi anche 16
campioni appartenenti alle 4 razze ovine autoctone siciliane: Comisana
(CO, 3), Barbaresca (BA, 5), Pinzirita (PI, 5) e Valle del Belice (VB, 3).
Il DNA ¢ stato estratto utilizzando il kit EuroGOLD Blood. Un sotto
campione di 39 capi di ovini Rocche del Crasto, non parenti in linea
femminile e rappresentativo delle aziende, e i 16 campioni delle razze
siciliane sono stati sequenziati nella regione del D-loop compresa fra i
nucleotidi 16132 e 16479 utilizzando un sequenziatore automatico Ap-
plied Biosystems 3130. Le sequenze sono state allineate alla sequenza
mitocondriale completa di Ovis Aries (GenBank AF010406), con 'ausi-
lio del software MEGA v5.2 (Tamura et al., 2011). DNAsp v5.10 (Libra-
do e Rozas, 2009) ¢ stato utilizzato per evidenziare i siti polimorfi e de-
finire gli aplotipi. Le sequenze aplotipiche sono state poi editate in AR-
LEQUIN v3.1 (Excoffier et al., 2006) allo scopo di calcolare i principali
parametri di diversita genetica. L'albero filogenetico degli aplotipi ¢ sta-
to costruito mediante 'algoritmo di raggruppamento Neighbor-Joi-
ning utilizzando il metodo Kimura 2-parameter (K2-p), basato sul nu-
mero di differenziazione tra gli aplotipi individuati.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Lanalisi della regione del D-loop di
347 bp ha permesso di individuare 18 siti polimorfi (5,5%), per un tota-
le di 19 aplotipi (Tab. 1) nell'intero campione di 55 ovini siciliani. Nella
popolazione Rocche del Crasto sono stati identificati 16 aplotipi, di cui 5
sono in comune con le altre razze siciliane. Le sostituzioni nucleotidiche
sono tutte delle transizioni, ad eccezione della trasversione G>T'**?’, che

Tabella 1 - Distribuzione degli aplotipi nelle razze/popolazioni (Rocche del

caratterizza 'aplotipo 4. Tutte le sequenze hanno linserzione (16342_
16343insC). Molto frequente ¢ anche la sostituzione T>C in posizione
16344 che si osserva nell’89% dei campioni; pertanto risulta notevol-
mente diffuso il motivo CC ai nt16343/16344. Laplotipo di gran lunga
pitr frequente (Hap 1, 0,51 nelle RC e 0,47 nell'intero campione) ¢ pre-
sente in tutte le aziende di RC analizzate. Di contro, ben 11 aplotipi sono
stati identificati in un singolo capo di RC. Per i parametri relativi alla di-
versita genetica, gli ovini RC hanno rivelato una discreta e intermedia va-
riabilita genetica (h=0,737; m,=0,005) a livello di questa regione del D-
loop rispetto alla PI (h=1,00; 7t,=0,007) e VB (h=1,00; t,=0,010) e alla CO
(h=0,667; ,=0,026) e BA (h=0,700; 1,=0,001). L'albero NJ mostra le re-
lazioni filogenetiche tra gli aplotipi osservati nelle popolazioni siciliane
(Fig. 1). Il DNAmt non permette la tracciabilita né delle razze né delle
aziende di RC, tuttavia le sue peculiari caratteristiche, come I'eredita ma-
terna, e I'alto tasso di mutazione della regione del D-loop, lo rendono par-
ticolarmente utile per studi filogenetici. In questo studio preliminare il
sequenziamento di una regione di 346 bp ha permesso di definire le rela-
zioni genetiche in linea materna in un campione di 55 ovini siciliani ap-
partenenti a 5 razze e popolazioni, con particolare riferimento alla popo-
lazione delle Rocche del Crasto.

Lavoro finanziato da Regione Sicilia Gli autori ringraziano il dott.
Giuseppe Sparta e il dott. Vincenzo Pruiti della Regione Sicilia.

1 Variability of mitochondrial DNA in Rocche
del Crasto sheep population
Key words: biodiversity, Rocche del Crasto sheep, mtDNA.
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Parole chiave: nematodi broncopolmonari, ovi-caprini siciliani, Dictyo-
caulus filaria, Muellerius capillaris.

INTRODUZIONE - La realta siciliana vanta pit di 800.000 capi (732 809
ovini e 117 347 caprini) che, anche se in riduzione rispetto ai dati Istat del
2000, rappresentano ancora oggi la tipologia di allevamento piu rappre-
sentata nell’isola (Istat, 2010). Inoltre, il carattere prettamente estensivo de-
gli allevamenti siciliani favorisce la contaminazione dell’alimento con le
deiezioni cosi come il contatto con tutta quella serie di parassiti che neces-
sitano di un ospite intermedio al fine di completare il proprio ciclo biolo-
gico come avviene per i Piccoli Strongili Bronco-Polmonari (PSBP). I pic-
coli ruminanti, diversamente dalla specie bovina, possono essere parassita-
ti sia da Dictyocaulus filaria che dai PSBP (Muellerius capillaris, Neo-
strongylus linearis, Protostrongylus rufescens e Cystocaulus ocreatus). Queste
infestazioni spesso sono sotto diagnosticate a causa della sintomatologia
non sempre evidente. Tuttavia, le ripercussioni sulla produttivita dell’alle-
vamento possono essere notevoli sia da un punto di vista economico che di
benessere animale. Segnalazioni di nematodi broncopolmonari nei piccoli
ruminanti sono risultate frequenti nell'ltalia Centrale, soprattutto per
quanto riguarda i PSBP (Zannutto, 2008) cosi come in Europa (Nocture et
al., 1998) e recentemente in Oriente (Regassa et al., 2010; Borji, et al., 2012;
Alemu, 2006). Una correlazione ¢ stata individuata da diversi studi tra il
tasso di infestazione da parassiti broncopolmonari e la concomitante pre-
senza di fattori intrinseci (eta, sesso, peso corporeo) ed estrinseci (tempe-
ratura, piovosita, umidita, altitudine e disponibilita di foraggio) e hanno di-
mostrato come una maggiore altitudine, I'eta adulta e il sesso femminile
sembrano incidere in modo significativo sul tasso di infestazione (Regassa
et al., 2010; Borji et al., 2012; Alemu et al., 2006; Torina et al., 2004). Tutta-
via, in relazione alla specie di nematode identificata, esistono differenze si-
gnificative tra i diversi fattori coinvolti (Regassa et al., 2010; Borji et al,
2012; Torina et al., 2004). I nematodi broncopolmonari rimangono ancora
una problematica di grande interesse nonostante i trattamenti di profilassi
attuati con antiparassitari e in alcune aree con vaccino vivo attenuato (Za-
nutto, 2008). Lo scopo del presente studio & quello di valutare il tasso di in-
festazione da parte di nematodi broncopolmonari negli ovi-caprini sicilia-
ni e di identificare le specie piit rappresentate sul territorio.

MATERIALI E METODI - 1 campionamento prevedeva la raccolta di
campioni fecali individuali in allevamenti bradi di ovini e caprini della Si-
cilia Nord-occidentale nel corso del 2013. Le larve sono state messe in evi-
denza seguendo la metodica di sedimentazione con apparato di Baermann
(Euzeby, 1958). L'identificazione delle larve ¢ stata eseguita tramite le chia-
vi analitiche descritte da Euzeby (1958) e da Whitlock (1960).
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I risultati dell’identificazione di
specie sono riportati in Tabella 1. Su un campione di 294 feci di ovino
prelevate da 8 allevamenti ovini e 7 misti, in seguito ad analisi 1'88.4%
¢ risultato positivo ad almeno un nematode broncopolmonare. In par-
ticolare, 188 larve (72.3%) sono state identificate come Dictyocaulus fi-
laria mentre 86 (33%) come Muellerius capillaris e in 28 (10.7%) cam-
pioni erano presenti larve di entrambe le specie citate. Diversamente, in
campioni prelevati da 5 allevamenti della specie caprina, ben il 92.8%
dei campioni analizzati sono risultati positivi ad almeno un nematode
in cui Muellerius capillaris era maggiormente rappresentato rispetto a
Dictyocaulus filaria. Tuttavia, in 48 campioni caprini erano presenti lar-
ve di entrambe le specie di nematodi identificate. Confermiamo quindi
la presenza ed un alto tasso di prevalenza di nematodi broncopolmona-
ri negli allevamenti di piccoli ruminanti siciliani con una maggiore in-
festazione da parte di Dictyocaulus filaria negli ovini e di Muellerius ca-
pillaris nei caprini. Cosi come riportato dal gruppo di Alemu nel 2006,
questo studio suggerisce come la tipologia di allevamento siciliano con
il suo carattere prettamente estensivo (Alemu et al., 2006), e quindi an-
che la vicinanza con specie selvatiche parassitate quali camosci (Noctu-
re et al., 1998) e cervi (Panadero et al., 2001), favoriscono I'instaurarsi di

Tabella 1 - Risultati dell’identificazione delle larve di nematodi
broncopolmonari negli capi ovini e caprini siciliani.

Ovini (%) Caprini (%)
Positivi / Eseguiti 260/294 (88.4) 104/112 (92.8)
Dictyocaulus filaria 188 (72.3) 52 (50)
Muellerius capillaris 86 (33) 94 (90.4)
Co-presenza 28 (10.7) 48 (46.2)

questa parassitosi e la sua permanenza nel territorio. Inoltre, la profi-
lassi contro questi parassiti attualmente non ¢ efficace. Infatti, mentre
in altre aree vengono messi in atto programmi di controllo e monito-
raggio (Lopez et al., 2010) contro questi agenti, molto spesso in Sicilia
Papplicazione dei trattamenti antiparassitari viene eseguita senza pro-
tocolli standardizzati e periodici e talvolta i soggetti non vengono trat-
tati affatto, forse per via dell’elevato costo del farmaco. Rimane quindi
la necessita di monitorare la situazione epidemiologica sul territorio, di
sensibilizzare I'allevatore su questa problematica a salvaguardia delle
produzioni e di aumentare I'attenzione del settore veterinario su queste
malattie che ancora oggi vengono troppo spesso sottovalutate.

1 Bronchopulmonary nematodes identification in sheep
and goats from Sicily

Key words: bronchopulmonary nematodes, sicilian sheep and goats,
Dictyocaulus filaria, Muellerius capillaris.
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Parole chiave: ovini da latte, tossiemia gravidica, 3-idrossibutirrato.

INTRODUZIONE - Limpatto delle patologie metaboliche nella peco-
ra da latte durante la gravidanza e nel periodo del peri-parto trova sem-
pre pit riscontro a livello bibliografico e nella pratica di campo (Kara-
giannis et al., 2011; Fhtenakis et al., 2012). A seguito di un bilancio
energetico negativo, dovuto ad un aumentato fabbisogno energetico del
feto/i in rapido accrescimento e/o ad un piano alimentare carente nella
sua quota energetica, le pecore in gravidanza avanzata sono a rischio di
sviluppare la tossiemia gravidica (Sargison, 2007). Al fine di prevenire
la comparsa di segni clinici ad esito spesso mortale, soprattutto attra-
verso l'introduzione tempestiva di modifiche alla razione alimentare,
viene posta particolare attenzione al rilevamento precoce della tossie-
mia gravidica in forma sub-clinica.

La misurazione del B-idrossibutirrato ematico (BHB), sia in laborato-
rio che in stalla tramite apposito apparecchio portatile (Panousis et al.,
2012), rappresenta il metodo diagnostico piu affidabile. Attualmente
viene consigliato di sottoporre un campione di pecore gravide, ideal-
mente campionando quelle con gravidanza multipla, a monitoraggio
del BHB a partire dalle sei settimane prima della data presunta del par-
to (Fhtenakis et al., 2012. Lobbiettivo di questo studio & stato quello di
definire in quale fase del periodo gestazionale sia possibile iniziare a ri-
levare variazioni significative del BHB, mettendo a confronto i dati ot-
tenuti da due razze italiane di pecore da latte, ma anche in relazione al-
la gravidanza singola vs gravidanza multipla.

MATERIALI E METODI - In un allevamento intensivo, sono state
campionate un totale di 45 pecore gravide selezionate (22 di razza
Massese e 23 Comisane). Gli animali appartenevano a gruppi di mon-
ta in cui la diagnosi ecografica trans- addominale di gravidanza veni-
va effettuata 30 giorni circa dopo la rimozione dei montoni, i quali ve-
nivano mantenuti con le pecore per 45 giorni. I criteri d’inclusione
degli animali nel campione erano una diagnosi ecografica di gravi-
danza gemellare ed il buono stato di salute riscontrato all’esame clini-
co generale. Delle pecore incluse nello studio, si registrava inoltre: a)
la data di nascita; b) se primipare o pluripare; c) la data del parto; d)
il numero di agnelli effettivamente nati da ciascuna di esse. Il BHB sie-
rico ¢ stato determinato mediante I'utilizzo di un analizzatore di chi-
mica clinica Konelab 200 e reagenti dedicati. A partire dalla data del
parto e procedendo a ritroso nel tempo, gli animali sono stati divisi in
tre gruppi sulla base del periodo gestazionale: gruppo 1 (28-59 gior-
ni), gruppo 2 (59-89 giorni) e gruppo 3 (oltre 90 giorni di gravidan-
za). Altre variabili considerate sono state il numero di feti (uno o piu)
e la razza. Il test t di Student & stato utilizzato per valutare eventuali
differenze significative (p<0,05) tra i livelli di BHB ed i tre gruppi ge-
stazionali, tra i livelli di BHB ed il numero di feti (uno o piu), e tra i
livelli di BHB e la razza.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Tra le 45 pecore individuate per

via ecografica con gravidanza gemellare, solo il 62% (n.28) ha effettiva-

mente partorito una coppia di agnelli. Nel nostro contesto produttivo
solo in una minoranza degli allevamenti ovini si utilizza la diagnosi
ecografica di gravidanza, e quando utilizzata, lo si fa al solo fine di con-
fermare lo stato gravidico o meno. Variazioni significative dei livelli di
BHB si osservavano gia nel gruppo gestazionale 2, dove i valori di BHB
erano superiori nelle pecore con gravidanza multipla rispetto a quelle
con agnello singolo (p=0,0067), mentre sia nel gruppo 1 (p=0,0003)
che nel gruppo 2 (p=0,0018) le pecore massesi con gravidanza gemella-
re avevano livelli di BHB significativamente superiori alle omologhe
Comisane. Da notare che gia nel gruppo 2 si riscontrava la presenza di
5 pecore con valori di BHB superiori a 0,8 mmol/L, quest'ultimo con-
siderato un valore soglia per il rischio di sviluppo di tossiemia gravidi-
ca sub-clinica. Si suggerisce quindi che anticipare I'inizio del monito-
raggio del BHB al periodo gestazionale compresso tra i due ed i tre me-
si di gravidanza possa essere vantaggioso al fine preventivo, e che tra i
fattori di rischio legati all'insorgenza di tossiemia gravidica possa esse-
re annoverata anche la razza. Infine si & osservato che nelle pecore cam-
pionate durante tutte le sessioni di prelievo (n.29), circa il 50% di esse
(n.15) mostrava addirittura un calo dei valori di BHB dal 90° giorno di
gravidanza in poi, da cui il riproporsi dell’annoso problema che afflig-
ge il veterinario in campo: che percentuale di pecore in fase tardiva di
gravidanza devo includere in un campione significativo al fine di mo-
nitorare il BHB, prevenire I'insorgenza di tossiemia gravidica, ed evita-
re un risultato negativamente falsato?

1 Monitoring significant variations of blood
B-hydroxybutyric acid during pregnancy in dairy ewes

Key words: dairy sheep, pregnancy toxemia, B-hydroxybutyric acid.
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Parole chiave: radioattivita, stronzio 90, latte, prodotti lattiero-ca-
seari.

INTRODUZIONE - I radionuclidi rappresentano una categoria di con-
taminanti inorganici largamente studiati, in virtti della loro propensio-
ne ad accumularsi nelle derrate alimentari, soprattutto in situazioni di
emergenza radiologica come il recente incidente nucleare di Fukushi-
ma. Lo *Sr segue lo stesso metabolismo del calcio e I'ingestione acci-
dentale di alimenti contaminati comporta un rapido assorbimento nel-
Porganismo con conseguente accumulo nelle ossa dove causa irradia-
zione interna con comparsa di alterazioni genetiche e/o di malattie on-
cologiche. Tra i vari prodotti alimentari di origine animale, la categoria
che puo risultare maggiormente contaminata ¢ senza dubbio quella del
latte e dei prodotti lattiero-caseari. Tali prodotti, infatti, essendo carat-
terizzati da elevati livelli endogeni di Calcio, possono presentare eleva-
te concentrazioni di alcuni radionuclidi, tra i quali lo **Sr. Alcuni studi,
effettuati su terreni contaminati, hanno dimostrato che i livelli di **Sr
escreto nel latte possono raggiungere lo 0,15%, indipendentemente dal-
la tipologia di foraggio (Annenkov et al.,, 2011).

In particolare, un’indagine preliminare ha messo in evidenza una con-
taminazione media da *Sr statisticamente pil elevata nel latte di origi-
ne ovina e caprina rispetto a quella relativa al latte vaccino (dell’Oro et
al,, 2012). In questo lavoro viene presentata la recente attivita di moni-
toraggio svolta presso il Centro di Referenza Nazionale per la Ricerca
della Radioattivita nel Settore Zootecnico-Veterinario sulla contamina-
zione da *Sr in 134 campioni di latte e prodotti lattiero-caseari, di ori-
gine vaccina, ovina e caprina.

MATERIALI E METODI - Per I’esecuzione del monitoraggio sono sta-
te impiegate due metodiche radiochimiche, validate ed accreditate, sia
per le matrici liquide (latte) che per quelle solide (prodotti lattiero-ca-
seari). Tali metodi sfruttano la scintillazione liquida ad ultra basso fon-
do con misurazione indiretta dell’attivita dell’™Y dopo il raggiungi-
mento dell’equilibrio secolare *Sr/*°Y (UNI 9882:1991). Lo *Sr even-
tualmente presente nei campioni di latte (1,0 1) viene estratto median-
te una resina a scambio cationico Dowex® 50WX-8 (Alfa Aesar, Karl-
sruhe, Germania), dalla quale viene eluito con acido nitrico 3M, dopo
ripetuti lavaggi per consentire I'eliminazione degli interferenti. I pro-
dotti lattiero-caseari vengono, invece, inceneriti e dopo una fase di li-
sciviazione acida si precipita selettivamente lo stronzio come ossalato a
pH 4,5, eliminando gli interferenti radiometrici (*'°Pb e ?'°Bi) come sol-
furi. Sia per le matrici solide che liquide si attende il raggiungimento
dell‘equilibrio secolare (min. 15 gg.) e si procede con la separazione del-
'Y mediante complessazione con I'acido bis-2-etilesilortofosforico
(HDEHP). La determinazione finale viene effettuata, dopo aggiunta di
cocktail di scintillazione (Ultima Gold AB, Perkin Elmer), mediante
conteggio in scintillatore liquido ad ultra basso fondo (Wallac 1220
Quantuls - Perkin Elmer), impostando un tempo di conteggio di 1000
minuti. I metodi accreditati sono stati utilizzati nell’'ambito dei con-
trolli ufficiali, conducendo un monitoraggio su 102 campioni di latte e
32 campioni di formaggi e prodotti lattiero caseari, di diversa specie e
tipologia, pervenuti nei nostri laboratori.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - In tutti i prodotti lattiero-casea-
ri é stata riscontrata la presenza di *°Sr a livelli di concentrazione di at-
tivitd superiori del Decision Threshold (0,003 Bq/kg), mentre un cam-
pione di latte caprino e 3 campioni di latte vaccino presentano concen-

Tabella 1 - Contenuto di ®Sr in campioni di latte e prodotti lattie-
ro-caseari.

90
N. di & . %Sr range
Latte campioni concentrazione (Ba/l)
P media (Ba/l) a
Vaccino 25 0,05 0,003 - 0,12
Caprino 36 0,16 0,003 - 0,36
Qvino 41 0,28 0,2-1,10
Prodotti . %0Sr S0Sr
. N. di .
lattiero- et concentrazione range
caseari P media (Bg/kg) (Ba/kg)
Vaccini 15 0,11 0,02 - 0,35
Caprini 10 0,56 0,32 - 1,88
Ovini 7 1,24 0,40 - 1,88

trazioni di attivitd inferiori. I risultati del monitoraggio sono riportati
di seguito in tabella.

Tali valori risultano di due ordini di grandezza pit bassi dei limiti di
legge stabiliti nei casi di emergenza radioattiva (Reg. Euratom n.
2218/89) e confermano che lo *°Sr si concentra maggiormante nel latte
di origine caprina ed ovina rispetto al latte vaccino, nel caso di alimen-
tazione con mangimi contaminati (Kruk e Solecki, 2011).

La stessa caratteristica & stata confermata nei prodotti lattiero-caseari,
in relazione al fattore di concentrazione proprio della tecnologia di tra-
sformazione. L'utilizzo di metodiche analitiche sensibili ed affidabili
consente di estendere i controlli di radiocontaminazione a livelli molto
bassi con particolare attenzione per tutte le matrici in cui i radioconta-
minanti tendono maggiormente a concentrarsi come il latte di origine
ovina e caprina.

1 Survey on the contamination level of 3-emitter
radionuclides (*°sr) in goat and sheep milk samples
and dairy products

Key words: radioactivity, radiostrontium, milk, cheese.
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Parole chiave: agnelli, acidi grassi, omega 3, tenerezza.

INTRODUZIONE - La composizione in acidi grassi gioca un ruolo ri-
levante nella definizione di una carne di qualita in quanto ne influenza
le proprieta nutrizionali e le caratteristiche organolettiche, in particola-
re il flavour (Wood and Enser, 1997). Nella produzione di carne di
agnello, pill che nelle altre specie, ciascun paese o regione ha il proprio
peso/eta specifico e il proprio tipo di criterio sulla selezione delle car-
casse, a seconda del proprio sistema di produzione, ma anche a secon-
da della cultura e delle abitudini della gente. Precedenti studi (Banska-
lieva, 1997; Santos-Silva et al., 2002) hanno evidenziato come leffetto
dell’eta e del peso alla macellazione ha dato risultati molto variabili sul
profilo lipidico della carne di agnello. Lobiettivo di questo studio & sta-
to quello di valutare leffetto della diversa eta di macellazione (40 vs 75)
sulla qualita nutrizionale ed organolettica nella carne di agnelli di raz-
za Altamurana.

MATERIALI E METODI - Lo studio @ stato condotto su 24 agnelli di
razza Altamurana mantenuti con le madri per tutto il periodo di prova e
svezzati a circa 35 giorni. 12 agnelli sono stati macellati a 40 giorni e i re-
stanti 12 a 75 giorni. Dopo 24h dalla macellazione da ciascuna carcassa ¢
stato prelevato il muscolo Longissimus dorsi per la determinazione del
profilo nutrizionale ed organolettico. Il profilo acidico ¢ stato determina-
to mediante gas-cromatografia capillare impiegando un gas-cromato-
grafo Agilent 6890N e una colonna capillare CP-Sil 88 (100 m x 0,25 mm,
film 0,25 p) dopo estrazione dei grassi con il metodo O’Fallon et al.
(2007). I parametri colorimetrici sono stati determinati usando un colo-
rimetro Minolta Chroma-meter CR 200. Il Warner Bratzler share force
(WBSF) ¢ stato determinato utilizzando un texturometro Instron 3343.
Per 'analisi sensoriale ci si & avvalsi di un panel costituito da 10 giudici,
precedentemente addestrati per valutare I'intensita di diversi attributi:
dolce, acido, amaro, grasso, masticabilita, succosita, tenerezza, odore e fla-
vour. I panelisti sono stati invitati a valutare i diversi attributi sulla base
di una scala lineare, non strutturata (0: assenza della sensazione; 100:
massima intensita della sensazione). Tutti i dati sono stati sottoposti ad
analisi della varianza con procedura GLM (SAS, 2012).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Caumento dell’eta di macellazio-
ne ha causato un incremento significativo (P<0,01) nelle carni della
quantita totale di acidi grassi saturi (SFA) e una diminuzione (P>0,05)
del contenuto di acidi grassi polinsaturi (PUFA) come si evidenzia dalla
tabella 1. Inoltre, la carne degli agnelli piti giovani ha mostrato un pit al-
to contenuto di acidi grassi 03 (P<0,05) rispetto alla carne di quelli ma-
cellati a 75 giorni di eta. Cio potrebbe essere correlato all’alimentazione
di questi agnelli, quasi esclusivamente a base di latte materno, provenien-
te da pecore che andavano al pascolo. Infatti, & nota la predominanza del-
P’acido linolenico (C18:3w3), precursore degli acidi grassi 3, nel profilo
acidico di molte delle essenze vegetali pabulate, in tal modo gli agnelli
macellati a 40 giorni hanno potuto beneficiare quasi esclusivamente di un
latte naturalmente arricchito di ®3. Infine, la carne degli agnelli macella-
ti a 40 giorni ha mostrato, anche, un minore indice trombogenico
(P<0,05) confermandone, quindji, il migliore profilo dietetico nutrizio-
nale. 1l profilo sensoriale, illustrato nella figura 1, ha messo in evidenza
che la carne degli agnelli macellati a 40 giorni ¢ risultata piti tenera, pilt
masticabile (P<0,01) e con minor aroma di grasso (P<0,05) rispetto alla
carne degli agnelli macellati a 75 giorni che, invece, ¢ risultata pill succo-
sa (P<0,001). Mentre 'aumento dell’eta di macellazione non ha fatto per-
cepire differenze di flavour nelle diverse carni. I risultati del WBSF non
hanno evidenziato differenze significative tra le carni provenienti dalle
diverse eta di macellazione, invece, con 'aumentare dell’eta di macella-
zione, la carne & risultata pilt scura e ha mostrato un minor indice del
giallo (dati non mostrati). Pertanto & possibile affermare che la macella-

Tab.1 - Effetto della diversa eta di macellazione (40 vs 75 giorni) sul
profilo acidico della carne di agnelli di razza Altamurana(medie + SEM).

Eta (d) Effetto,P
40 75 SEM '
SFA 44,79 50,47 1,22 >
MUFA 36,98 35,11 0,62 NS
PUFA 17,92 14,72 0,98 *
up 13,81 11,93 0,68 NS
w3 411 2,80 0,36 =
Al 0,96 1,21 0,11 NS
Tl 1,11 1,49 0,11 ®
NS = non significativo; *=P<0.05;*=P<0.01.
odore
masticabilita * amaro
succosita*™* dolce
=4=40 giorni
~8-75 giorni

tenerezza*™ flavour

Figura 1 - Profilo sensoriale della carne di agnelli di razza Alta-
murana macellati a 40 e 75 giorni di eta.

zione degli agnelli in eta precoce potrebbe essere utile agli allevatori, in
quanto da una parte potrebbero sfruttare il latte materno per la produ-
zione di formaggio e dall’altra otterrebbero una carne con una migliore
qualita dietetico-nutrizionale.

1 Relationship between slaughtering age, nutritional
and organoleptic properties in meat from lambs
of Altamurana breed

Key words: lambs, fatty acids, omega 3, tenderness.
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The objectives of health management of ewes during pregnancy are as
follows: i) successful completion of pregnancy at term, ii) birth of
healthy and viable lambs, with optimal birth and potential weaning
bodyweight, iii) optimum milk production during the subsequent lac-
tation and iv) improved management in relation to drug residues in an-
imal products.

Knowledge of the physiological background of pregnancy in ewes:
changes, mechanisms and interactions, during pregnancy is important
for the overall health management of ewes during pregnancy. Health
management of pregnant ewes includes diagnosis of pregnancy and
evaluation of the number of foetuses borne, which will support strate-
gies for subsequent management of the flock. Nutritional management
of ewes depends upon the stage of lactation and specifically aims to: i)
prevention of pregnancy toxaemia and other metabolic diseases during
the peri-partum period, ii) formation of colostrum in appropriate
quantity and quality, iii) production of lambs with normal future birth
bodyweight and iv) support of increased milk yield during the subse-
quent lactation. At the end of lactation, udder management of pregnant
ewes includes its clinical examination, culling of ewes considered un-
suitable for lactation and, possibly, the intramammary administration
of antibiotics; objectives of that procedure are: i) to cure infections
which have occurred during the previous lactation and ii) to prevent
development of new mammary infection during the dry period. Man-

agement of abortions includes the correct and timely diagnosis of the
causative agent of the disorder, as well as the strategic administrations
of chemotherapeutic agents, aiming to prevent abortions in flocks with
confirmed infection with an abortifacient agent, especially if no appro-
priate vaccinations had been carried out before the mating season. Dur-
ing the final stage of pregnancy, health management of ewes includes
administration of appropriate anthelmintic drugs, aiming to eliminate
gastrointestinal helminthes (thus, increasing production output of
ewes) and preventing the built-up of parasitic burdens in the environ-
ment (thus, reducing infection of lambs during their neonatal period).
Vaccinations of pregnant ewes aim to protect these animals, as well as
their offspring, especially against diseases which are a frequent cause of
neonatal mortality (e.g., clostridial infections).

Health management also aims to prevent the main metabolic disorders
of pregnant ewes (i.e., pregnancy toxaemia and hypocalcaemia), as well
as to monitor flocks for development of these disorders. Health man-
agement of pregnant ewes is completed with application of husbandry
practices before the start of the lambing season. Finally, in some cases,
health management may include induction and synchronisation of
lambings, which is a management or therapeutic procedure. The pres-
entation provides a detailed account of health management of pregnant
ewes, which is a multi-faceted, very significant task for successful man-
agement of the flock within the annual production cycle. Also, it pro-
vides guidelines for health management of pregnant ewes around the
world. Fine-tuning of the procedures will need to be carried out in in-
dividual flocks, after taking into account their specific requirements.
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Dinamica dell’infestazione da Przhevalskiana

silenus (Diptera: Oestridae) in caprini
della provincia di Messina

G. GAGLIO', M.C. FERRARA?, L. FALSONE', E. NAPOLI,
C. BARTOLONE?#*, A. SCALA3, S. GIANNETTO!

" Dipartimento di Scienze Veterinarie, Universita degli Studi di Messina
2 Dipartimento di Medicina Veterinaria, Universita degli Studi di Sassari
8 Istituto Zooprofilattico Sperimentale “A. Mirri”, sezione di Barcellona Pozzo di Gotto (ME)

4 ASP 5 Messina

Parole chiave: capra, miasi cutanea, Przhevalskiana silenus.

INTRODUZIONE - La miasi sottocutanea dei caprini & una infestazio-
ne causata da larve di Przhevalskiana silenus Brauer, 1858 (Diptera, Oe-
stridae) e caratterizzata dalla presenza di noduli sottocutanei sul dorso
e sui fianchi degli animali. Questa parassitosi, diffusa nelle aree tropica-
li e sub-tropicali di molti paesi asiatici ed europei (Giangaspero e Lia,
1997), ¢ causa di notevoli danni economici all’allevamento caprino
(Liakos, 1986; Scala et al., 1999). Gli studi effettuati in Italia su P.silenus
riguardano soprattutto la tassonomia, la biologia e la diagnosi (Tassi et
al., 1986; Otranto e Puccini, 2000; Faliero et al., 2001). Scopo del pre-
sente lavoro ¢ stato quello di effettuare uno studio sulla dinamica del-
Iinfestazione da P. silenus in caprini allevati nella provincia di Messina
al fine di definire appropriate strategie di controllo.

MATERIALI E METODI - Lo studio ¢ stato condotto presso il matta-
toio Carpelli (Barcellona P.G., ME). Da gennaio 2011 a dicembre 2012
sono state ispezionate, dopo lo scuoiamento, carcasse caprine prove-
nienti da varie aziende presenti in provincia di Messina per la ricerca di
larve di P, silenus. Le larve, una volta isolate e misurate, sono state fissa-
te in alcool a 70°C e classificate secondo le chiavi morfometriche pro-
poste da Zumpt (1965). I dati individuali e aziendali di ciascun anima-
le ispezionato, congiuntamente con il numero e lo stadio delle eventua-
li larve rinvenute, sono stati registrati su un foglio di calcolo elettroni-
co per le successive analisi statistiche. In particolare sono state ispezio-
nate per P, silenus un totale di 580 carcasse (304 nel 2011 e 276 nel 2012)
provenienti da 48 aziende localizzate in 22 comuni della provincia di
Messina. [ capi esaminati avevano un’eta compresa tra 1 e 13 anni con
un’eta media di 4,5 anni.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Delle 580 carcasse, 285 (49,1%)
erano infestate da P. silenus. la parassitosi ¢ stata rilevata in 42 delle 48
aziende campionate (87,5%). Tra gli animali infestati, 86 capre alberga-
vano larve di I stadio (L1), 75 larve di secondo stadio (L.2); 77 larve di
III stadio (L3) mentre in 52 carcasse sono stati rinvenuti noduli conte-
nenti materiale necrotico, misto a residui larvali non stadiabili. Fra que-
sti ultimi soggetti, in 4 erano riconoscibili larve L1. In totale sono state
isolate e stadiate 1209 larve (385 L1, 394 L2 e 430 L3). Relativamente al-
le classi di eta, la piti alta frequenza di infestazione, 70/120 (58,3%), &
stata registrata negli animali giovani (1-3 anni, classe 1), minori le pre-
valenze osservate nelle altre classi d’eta: 109/249 (43,8%) negli animali
compresi tra 4-6 anni (classe 2); e 106/211 (50,2%) in quelli con eta su-
periore a 6 anni (classe 3). Tuttavia, I'analisi delle frequenze d’infesta-
zione per classi di et ha restituito valori significativi solo tra classe 1 e
classe 2 (p = 0,012). Nei 2 anni di studio le L1 sono state rinvenute in
maggior numero nel mese di agosto, le L2 nel mese di dicembre e le L3
a marzo. Questo studio rappresenta la prima indagine sulla dinamica
dell'infestazione da P. silenus in caprini allevati nella provincia di Mes-
sina. I dati di prevalenza ottenuti, sia per capo (49,1%) sia a livello di
azienda (87,5%), suggeriscono un’ampia diffusione della parassitosi
nella provincia investigata e sono simili a quanto gia riportato per altre
aree dell’'Italia meridionale e insulare (Pugliese e Zanchi, 1984; Niutta et
al., 1994; Giangaspero e Lia, 1997; Scala et al., 1999). Sebbene nella pre-
sente indagine sia stata osservata una maggiore frequenza d’infestazio-

ne negli animali giovani (58,3%), gli elevati livelli di prevalenza osser-
vati anche nelle altre due classi (43,8% e 50,2%) suggeriscono un limi-
tato controllo dell’infestazione al crescere dell’eta. La dinamica stagio-
nale di infestazione evidenzia una maggiore presenza di L1 nel mese di
agosto, dato che ci permette di individuare il periodo ideale per tratta-
menti antiparassitari mirati. Sulla base dei risultati ottenuti si pud af-
fermare che l'infestazione da P. silenus & molto diffusa nel territorio
messinese dove ai fattori favorenti, come quelli climatici, si somma la
scarsa conoscenza da parte di allevatori e addetti ai lavori delle moda-
lita di trasmissione di questa parassitosi capace di incidere negativa-
mente sulle produzioni zootecniche. Consideriamo questa nostra espe-
rienza un valido contributo per un intervento di lotta razionale nei con-
fronti della parassitosi consigliando nell’area di studio la somministra-
zione di farmaci antiparassitari come ad esempio i lattoni macrociclici
(Yadav et al., 2014) in autunno, quando terminato il periodo di ovode-
posizione, sono presenti le L1, prevenendo cosi il danno ben pil grave
creato dai successivi stadi di sviluppo.

1 Dynamics of Przhevalskiana Silenus (diptera: oestridae)
infestation in goats in Messina Province (ltaly)

Key words: goat, skin myiasis, Przhevalskiana silenus.
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INTRODUZIONE - Lallevamento caprino rappresenta in Sicilia
un’'importante risorsa dal punto di vista zootecnico ed economico gra-
zie alla produzione di latte e suoi derivati. Il latte di capra, apprezzato
per la sua elevata digeribilita rispetto al latte vaccino e per il suo valore
nutritivo, risulta ideale come fonte nutrizionale per neonati e bambini;
tuttavia viene anche usato come alimento medicinale. In Sicilia, il set-
tore caprino ¢ rappresentato prioritariamente da razze a prevalente at-
titudine per il latte: la derivata di Siria, la Maltese, I’Argentata dell’Etna
e 'Indigena. La quantita di latte prodotto e le percentuali delle varie
componenti nutrizionali presenti in esso variano secondo la razza e I'a-
limentazione ma soprattutto in relazione allo stato di benessere dell’a-
nimale. La maggior parte delle infezioni mammarie ¢ da attribuirsi alle
classiche infezioni sostenute da agenti mastidogeni che si sono via via
ridotte grazie all’'adozione di appropriati protocolli terapeutici e di pro-
filassi immunizzante. Tuttavia altre sono state associate ai principali mi-
crorganismi opportunisti ambientali che invece sono in continua cre-
scita. Di solito le forme subcliniche sono subdole, si ha difficolta nell’i-
dentificarle e spesso non si riesce ad intervenire se non quando i con-
trolli qualitativi del latte mettono in evidenza delle anomalie e la neces-
sita di un intervento sanitario. Streptococcus equi subsp. zooepidemicus &
un cocco gram positivo B-emolitico, commensale delle vie respiratorie
superiori, della pelle e del tratto urogenitale del cavallo ed & responsa-
bile di malattia sia negli animali che nell'uomo. Nell'uomo, infezioni
causate da S. zooepidemicus rappresentano un evento raro, con conse-
guente meningite, batteriemia, nefrite acuta, artrite settica, polmonite,
e in alcuni casi, morte. Negli animali il controllo e la prevenzione pas-
sano attraverso interventi igienico-sanitari e terapeutici. A tal fine ¢ sta-
ta messa a punto una preparazione sperimentale di vaccino stabuloge-
no con un ceppo di Streptococcus equi subsp. zooepidemicus isolato da
latte di capra con la finalita di limitare I'uso dei farmaci e, contempora-
neamente, di arginare le forme patologiche.

MATERIALI E METODI - La ricerca di Streptococcus equi subsp. zooe-
pidemicus & stata effettuata presso i nostri laboratori. I campioni di lat-
te, prelevati sterilmente e pervenuti in laboratorio a temperatura con-
trollata (+ 4°C), sono stati sottoposti ad esame batteriologico per la ri-
cerca di agenti mastidogeni. Per ogni campione ¢ stata eseguita oltre al-
la normale semina, anche una semina su agar sangue (5% sangue defi-
brinato di montone) per ricercare la presenza di ceppi di Streptococcus
equi subsp. zooepidemicus.

Dopo 24 h di incubazione a 37°C in presenza del 5% di CO,, le colo-
nie si presentavano mucose, trasparenti e 3-emolitiche. L'identificazio-
ne degli isolati ¢ stata effettuata tramite morfologia della colonia, colo-
razione di Gram (2), test biochimici-enzimatici (catalasi e ossidasi) e
infine gallerie API® (bioMérieux API). Una volta tipizzato il ceppo, so-
no state testate diverse molecole “in vitro” con la metodica della diffu-
sione in agar (Kirby-Bauer) tra cui Marbofloxacina, Tilosina, Tiamfe-
nicolo, Ceftiofur, Ampicillina, Amoxicillina + Ac. Clavulanico, Cefapi-
rina, Enrofloxacina al fine di mettere in atto una terapia mirata nei ca-
pi con infezione in corso. Inoltre, i ceppi in questione sono stati utiliz-
zati per la preparazione di un vaccino sperimentale.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Nel 2013 sono stati individuati
tre focolai di mastite clinica dovuta all’agente patogeno zoonosico
Streptococcus equi ssp. zooepidemicus in tre allevamenti di capre delle
zone montuose della catena dell’Appennino tirrenico siciliano dove
non tutti i capi affetti mostravano segni clinici di mastite. Lesame bat-
teriologico ¢ stato eseguito su campioni di latte e tamponi vaginali
prelevati da capre con e senza sintomatologia in atto. I ceppi sono sta-
ti isolati da entrambe le matrici nel caso di sintomatologia in atto

Tabella 1 - Sensibilita agli antibiotici testati (n.3 ceppi).

ANTIBIOTICO Ceppo 1 Ceppi 2 Ceppo 3
Marbofloxacina | | S
Tylosina S S S
Tiamphenicolo | S S
Ceftiofur S S S
Ampicillina S S S
Amox+Ac. Clavul. S S S
Cefapirina S S S

Enrofloxacina | | |

Sensibilita: I: intermedia, S: sensibile.

mentre solo dal latte nei capi senza sintomatologia clinica. Limpiego
di antibiotici appropriati come profilassi della malattia e I'uso del vac-
cino come prevenzione hanno impedito la diffusione dell’infezione ad
altri animali e all’'uomo, ma soprattutto hanno evitato I’abbattimento
dei capi infetti. Questo studio suggerisce come un piano di controllo
possa essere utile per risanare gli allevamenti dalle infezioni mammarie
intervenendo sul miglioramento delle condizioni igienico-sanitarie,
sulle modalita di mungitura e quindi sulla carica microbiologica inizia-
le. Inoltre, questo monitoraggio permette di individuare la presenza di
ceppi zoonotici in campioni di origine animale. Attualmente si pensa
che I'isolamento degli Streptococchi sia condizionato dall’utilizzo della
mungitura meccanica e/o dalla coabitazione di capre con altre specie
animali (equidi) considerate portatrici sane di Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus. Esistono in letteratura poche segnalazioni sull’isolamen-
to di questo patogeno come agente eziologico di mastite nelle capre,
malgrado Pevidente capacita di questo batterio di causare forme di in-
fezioni responsabili di rilevanti danni economici al comparto lattiero-
caseario oltre che alla salute dell’'Uomo.

1 Cases of mastitis by Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus goat farms in Sicily

Key words: Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus, milk, goats, ma-
stitis.
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INTRODUZIONE - Neospora caninum (Apicomplexa, Sarcocystidae) &
riconosciuto in tutto il mondo come una delle principali cause di aborto
nel bovino. Scarsi invece sono i dati disponibili riguardo la neosporosi
negli ovicaprini e ancora sconosciuto rimane il ruolo di N. caninum co-
me patogeno in queste specie (Dubey & Schares, 2011). Masala et al.
(2007) confermano N. caninum come responsabile di aborti sia negli ovi-
ni (2%) che nelle capre (8,6%), indicando la possibilita di trasmissione
transplacentare in entrambe le specie. Secondo recenti studi epidemiolo-
gici condotti in Europa, le sieroprevalenze variano dal 2,3% al 6,9% nel-
le capre e dal 3% al 16,8% negli ovini (Diakou et al., 2013; Iovu et al.,
2011; Spilovska et al., 2009).

MATERIALI E METODI - Larea di studio selezionata comprende i ter-
ritori a maggior vocazione ovicaprina in Lombardia: le province di Mi-
lano, Varese e Bergamo. Le aree e le aziende sono state selezionate allo
scopo di rappresentare la massima diversita in termini di management.
Tra ottobre 2012 e maggio 2013, sono stati prelevati campioni ematici
da 428 pecore e 414 capre provenienti da 39 aziende. I campioni sono
stati processati con metodica ELISA-in house seguendo il protocollo
descritto da Aguado-Martinez (2008). Successivamente, per la confer-
ma delle positivita registrate, i campioni positivi sono stati sottoposti a
test Western Blot secondo Alvarez-Garcia et al. (2002).
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Figura 1 - Proporzione dei capi sieropositivi (nero) e sieronegativi
(grigio) a N. caninum nell’aziende di capre (sopra) e ovini (sotto).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Secondo i risultati forniti dal test
ELISA, anticorpi a N. caninum sono stati riscontrati in 25 aziende capri-
ne su 28 campionate (89,2%; 77,7-100%, 95% CI), mentre tutte le 19
aziende di ovini presentavano almeno un animale sieropositivo. A livel-
lo individuale, sono risultati positivi il 57,4% delle capre (238/414; 52,6-
62,1%, 95% CI) e il 59,5% degli ovini (255/428; 54,8-64,1%, 95% CI).
Tuttavia, considerando i risultati ottenuti con la metodica Western Blot,
i risultati di sieroprevalenza sono diminuiti: solo 9 aziende caprine
(32,1%; 14,8-49,3% 95% CI) e 17 aziende ovine (89,4%; 75,5-100%
95% CI) sono confermate positive, con 24 capre (5,7%; 3,5-8%, 95% CI)
e 83 ovini (19,3%; 15,5-23%, 95% CI) sieropositivi. E interessante nota-
re come sia per le capre sia per gli ovini le prevalenze intra-aziendali
maggiori siano state registrate in allevamenti estensivi o semintensivi
(Fig. 1). Tuttavia, anche le aziende intensive caprine e i greggi transu-
manti appaiono a rischio di contrarre I'infezione. Fattori di rischio lega-
ti al management aziendale devono essere percio indagati e considerati.
I risultati di sieroprevalenza ottenuti sono concordanti con i dati ripor-
tati in letteratura. I test sierologici, utilizzati in combinazione, permetto-
no di aumentare Pefficienza dei test in termini di sensibilita e specificita.
Il monitoraggio sierologico aziendale si rivela pertanto un valido stru-
mento per indagare la neosporosi negli ovicaprini, soprattutto in azien-
de che riportano problemi di fertilita.

1 Seroprevalence of Neospora Caninum
in small ruminants in Lombardy

Key words: Neospora caninum, small ruminant, seroprevalence.
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Parole chiave: aflatossina M,, ovini, latte, formaggio.

INTRODUZIONE - Taflatossina M, (AFM,) pud essere presente nel
latte in seguito all’'ingestione di aflatossina B1 (AFB,) presente negli ali-
menti contaminati con AFB,. Il limite di legge del’AFM, nel latte & di
0.05 pg/Kg (Regolamento UE n.165/2010). La presenza di AFM, nei for-
maggi dipende dalla concentrazione di AFM, nel latte. Studi sul latte
bovino hanno messo in evidenza che AFM, ¢ legata alla frazione pro-
teica ed in particolare alla caseina (Brackett e Marth, 1982). In seguito
alla caseificazione la concentrazione di AFM, nel formaggio puo risul-
tare in media anche 3-5 volte piu alta rispetto al latte di partenza. Pochi
studi sono disponibili sul passaggio di AFM, dal latte al formaggio ovi-
no e caprino. In attesa di specifiche norme, che potranno regolamenta-
re pilt accuratamente il livello massimo tollerabile di AFM, nelle diver-
se tipologie di formaggio, il Ministero della Salute con parere del Co-
mitato Nazionale per la Sicurezza Alimentare n.13 del 10/06/2013, rac-
comanda 'adozione in via provvisoria dei seguenti coefficienti di con-
centrazione: 3.0 per i formaggi a pasta tenera e prodotti dal siero; 5.5
per i formaggi a pasta dura (D.M. 31 luglio, 2003).

MATERIALI E METODI - 5 pecore di razza Comisana sono state ali-
mentate con una razione naturalmente contaminata con AFB, (60 pg/
pecore/die) per 6 giorni e controllate per altri 4 giorni. Il latte prodotto
da ogni pecora nelle due mungiture manuali giornaliere & stato miscela-
to e caseificato. Le prove di caseificazione sono iniziate dal 2° giorno po-
st trattamento fino all’8° giorno. In totale sono stati ottenuti 35 formaggi
(5 per ogni giorno). 1l latte & stato riscaldato alla temperatura di 37°C e
aggiunto caglio liquido standardizzato con titolo 1:15.000 all’'80% di chi-
mosina. Il coagulo ¢ stato rotto mediante un piccolo spino fino a chicco
di riso. E stato poi raccolto in fiscelle ed eseguita una piccola pressione per
favorire I'eliminazione del siero. Le forme ottenute sono state lasciate
spurgare a temperatura ambiente per 12 ore. E stata determinata 'umi-
dita dei formaggi mediante tecnica NIT (FoodScan - Foss Electric). Sono
state poi congelate a —20°C fino al momento dell’analisi. Lestrazione di
AFM, ¢ stata eseguita nel latte e nei formaggi mediante colonne di im-
munoaffinita eluite successivamente con metanolo. La concentrazione &
stata determinata mediante HPLC con rivelatore fluorimetrico.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - 11 Carry Over di AFM,, calcolato
durante il periodo di plateau & stato di 0,72% (Range 0,55% - 1,07%).
La concentrazione media di AFM, nei campioni di latte & risultata di
183 ng/Kg con un valore massimo di 639 ng/Kg riscontrato in fase di
plateau (5°- 6° giorno) e minimo di 11 ng/Kg riscontrato dopo 2 gior-
ni dall’ultima somministrazione di AFB, ed un valore. La produzione
individuale media di latte & risultata di 637,1 + 218,6 g/die. La concen-
trazione media di AFM, nel latte ¢ risultata massima al 6° giorno di trat-
tamento (Tab. 1). Il valore minimo di AFM, riscontrato nel formaggio
¢ risultato di 21 ng/Kg mentre il valore massimo di 852 ng/Kg.
L'umiditd media dei campioni di formaggio ¢ risultata del 59% (min.
49%; max. 65%). La regressione tra la concentrazione di AFM, nel lat-
te e nel formaggio mostra un R* = 0,79, sovrapponibile con il valore di
R?= 0,80, riscontrato da Battacone et al., 2005 in uno studio condotto
su 15 pecore a cui erano stati somministrati mangimi artificialmente
contaminati con tre livelli di concentrazione. La concentrazione di
AFM, nel formaggio ¢ risultata in media superiore del 35% rispetto a
quella del latte di partenza. Il fattore di concentrazione medio riscon-
trato & stato di 1,3. Tale fattore diminuisce rapidamente fino a valori di
circa 100 ng/Kg nel latte. Considerando i valori di AFM, nel latte fino al
limite di legge di 50 ng/Kg il fattore di concentrazione medio risulta 1,9,
diminuisce ad 1,7 se consideriamo la concentrazione di AFM, nel latte
fino a 100 ng/Kg mentre risulta 1,2 per valori superiori a 100 ng/Kg.
Questo fa supporre, come evidenziato da Battacone et al., 2002 che al-
Paumentare della concentrazione di AFM, nel latte diminuisca la capa-
cita della cagliata nel trattenere la tossina, probabilmente in relazione
alla saturazione dei siti di legame con la caseina. La concentrazione di
AFM, nel formaggio ¢ legata anche al tipo di tecnologia utilizzata (Bar-

Tabella 1 - Concentrazione media di AFM, nel latte.

Giorni 2 3 4 5 6 7 8
0,
an iy 109 169 136 282 341 211 29
ng/kg
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Figura 1 - Relazione tra il fattore di concentrazione ed il contenu-
to in AFM; nel latte.

biroli et al., 2007) ed all'umidita del formaggio (Cavallarin et al., 2014).
A.A. hanno riscontrato fattori di concentrazione nella produzione di
formaggi freschi bovini che vanno da 1.4 a 2.2 mentre su un formaggio
a pasta dura di 6,7 (Cavallarin et al., 2014), Battacone et al. (2005; 2002)
su cagliata ovina ha riscontrato fattori di concentrazione da 1,8 a 2,9.

1 Transfer of aflatoxin m1 from sheep milk to cheese

Key words: aflatoxin M, sheep, milk, cheese.
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IL PRESENTE - Gli ovini da carne italiani erano considerati quelli
“che non & conveniente mungere”; nel passato, infatti, non & mai stata
intrapresa un’azione selettiva indirizzata verso questa produzione. Tra
questi tipi genetici ne esistono alcuni di scarsa consistenza, a rischio di
estinzione e quindi iscritti ai RA, ma con produzioni tipiche: tra questi
la Zerasca (951 capi) con I'agnello di zeri presidio Slow Food macellato
a 70-90 giorni a un peso vivo di circa 20-30 kg, la Gentile di Puglia
(3.532 capi) con la produzione dei mulacchi, agnelli macellati a 40 gior-
ni e una volta trasportati durante la transumanza in ceste a dorso di
mulo e da qui il nome, la Sopravissana (5.699 capi) con I'abbacchio,
agnello anche questo macellato intorno ai 40 giorni e la Pomarancina
(1.727 capi) con un agnello macellato a 25 kg di peso vivo.

Queste razze non sono soggette a miglioramento genetico, ma vengono
conservate, nella loro tipicita, attraverso le loro produzioni. Esistono poi
tipi genetici di buona consistenza, alcuni oggetto di tutela iscritti ai Libri
Genealogici, su cui poter applicare metodologie selettive pill avanzate:
I’Appenninica (9.971 capi), la Bergamasca (12.042 capi), la Fabrianese
(3.342 capi) e la Merinizzata italiana (27.260 capi) (www.assonapa.it). Al
momento attuale, per queste razze, la selezione si basa essenzialmente su
parametri fenotipici. Infatti, sia nei maschi che nelle femmine, viene ef-
fettuata una valutazione morfologica che si concretizza nell’attribuzione di
giudizi da parte di esperti. Per quanto concerne pill propriamente la sele-
zione, una parte degli arieti viene valutata attraverso una prova di perfor-
mance cui accedono agnelli scelti su base morfologica. La prova di perfor-
mance viene condotta secondo una schema operativo, che prevede tre
successive fasi di valutazione. Gli arieti al termine della prova di perfor-
mance vengono qualificati da un punteggio che tiene conto degli incre-
menti ponderali conseguiti nelle tre fasi, secondo il seguente algoritmo: I
= (I*IP1)+(2¥IP2)+(0,5*IP3) in cui, I: indice dell’ariete; [P1, IP2, IP3: in-
crementi ponderali rispettivamente della prima, seconda e terza fase; 1, 2,
0,5: fattori di ponderazione rispettivamente del primo, secondo e terzo
periodo che, come evidente, tendono ad enfatizzare le performance rea-
lizzate nel periodo di pascolamento, indicatore di rusticita. Nei vari cicli
di PT sono stati valutati 2.017 soggetti appenninici, 563 bergamaschi,
1.156 fabrianesi e 2.186 merinizzati. Di questi soggetti si dispone di ge-
nealogia certa. Per quanto riguarda i controlli funzionali questi si basano
sul rilievo del peso ad eta tipiche (nascita, 1 mese), tale attivita trova perd
un serio ostacolo nell’elevato numero di pesi che gli addetti devono effettua-
re; un ulteriore problema e rappresentato dalle modalita di allevamento che
porta spesso le greggi da controllare in zone difficilmente raggiungibili per
buona parte dell anno. Ad oggi i controlli funzionali di cui si dispone (Tab.
1) peraltro ottenuti, molto spesso, su base fiduciale, non hanno alcuna
utilizzazione ai fini del miglioramento genetico.

IL FUTURQO - Sulle razze iscritte ai LG & possibile ipotizzare due tipi di
selezione in base alle modalita di allevamento. Per la Bergamasca, razza
per la quale ¢ ancora diffuso il nomadismo, si potrebbe creare un nu-
cleo genetico avanzato in cui concentrare il miglioramento genetico con

Tabella 1 - Controlli funzionali delle razze iscritte ai Libri genealo-

gici.
Razza Soggetti controllati
Appenninica 1687
Bergamasca 466
Fabrianese 1365
Merinizzata italiana 1586

la stima di indici BLUP-AM sia nei maschi che nelle femmine che
diffonda geni positivi nella popolazione di base. Nelle altre tre razze, in
cui & possibile un controllo degli animali iscritti, potrebbe essere con-
dotto un PT in cui i soggetti vengano scelti su indici pedigree e di
morfologia BLUP-AM; i caratteri oggetto di selezione possono essere sia
quelli morfologici sia i pesi (dalla nascita a 9 mesi) o gli incrementi
ponderali. In particolar modo, sull’Appenninica ¢ stato condotto uno
studio sulla stima dell’h? dei pesi durante il PT che ha permesso di evi-
denziare, tramite la tecnica dei Random Regressor, che la fine della pro-
va potrebbe essere anticipata di circa due mesi rispetto all’attuale con
notevole risparmio delle spese gestionali. Inoltre, di recente, si tende a
sostituire la valutazione morfologica tradizionale con la valutazione li-
neare, il cui maggior pregio ¢ costituito dall’oggettivita. Attualmente
questa viene applicata nella pratica alla sola razza Fabrianese ma, in
tempi brevi, si presume verra adottata anche da altri tipi genetici; nella
Merinizzata italiana tale valutazione ¢ gia stata collaudata e potrebbe es-
sere applicata. Va anche considerata con interesse la possibilita di utiliz-
zare nella selezione tecniche innovative, quali lo studio dei marcatori
molecolari o di polimorfismi SNPs in geni candidati; a tale proposito
sono stati individuati 8 SNPs in altrettanti geni (GHR, GHRHR, IGF1,
GDF8, MEG3, LEP,, MCIR, MYH]1) associati a pesi ad eta tipiche e re-
lativi incrementi ponderali, indici di performance e valutazioni morfo-
logiche. Per quanto concerne i controlli funzionali, caratteri diversi da
quelli ponderali possono essere rilevati a basso costo anche dall’alleva-
tore che danno una stima indiretta del peso; a tale scopo, nelle razze Ap-
penninica e Merinizzata sono state stimate delle equazioni che consen-
tono di ottenere il peso dalla misura della circonferenza toracica, gia
ampiamente collaudata in altre specie per superare problemi analoghi.
Per le razze iscritte ai R.A. si continuera ad effettuare la loro conserva-
zione attraverso la valorizzazione dei prodotti tipici ed il mantenimen-
to della variabilita genetica attraverso marcatori molecolari. A tal pro-
posito & opportuno ricordare che, negli ultimi anni, anche nel settore
ovino da carne, si sta affermando 'utilizzo di marcatori molecolari di
ultima generazione (SNPs) con approcci di tipo Genome wide selection
finalizzati allo studio della variabilita genetica e delle relazioni geneti-
che tra le razze allevate.

1 The current situation of animal breeding
in italian sheep meat

Key words: sheep meat, safeguard, selection.
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INTRODUZIONE - Negli attuali sistemi di allevamento, gli animali vi-
vono continuamente una competizione per le risorse, quali cibo, acqua,
aree destinate al riposo o aree destinate al libero movimento. Per tal
motivo, 'aumento degli spazi a loro destinati & genericamente conside-
rato alla base del miglioramento delle condizioni di allevamento e del
benessere degli animali stessi (Caroprese et al., 2009). Infatti, la densita
di allevamento e le condizioni di stabulazione sono gli aspetti che prin-
cipalmente possono inficiare il benessere.

Lobiettivo di questo lavoro ¢é stato quello di osservare gli effetti dell’au-
mento della densita di allevamento, per breve tempo, da un punto di vi-
sta etologico, produttivo e fisiologico, sia durante Iestate che I'inverno,
al fine di ottenere maggiori informazioni utili al miglioramento dei si-
stemi di allevamento ovino, sia da un punto di vista produttivo che del
benessere degli animali stessi.

MATERIALI E METODI - Per la prova sono state utilizzate 30 pecore
in lattazione, suddivise in 2 gruppi. Un gruppo ¢ stato testato durante
la stagione estiva ed un gruppo durante la stagione invernale. Tutti i
gruppi avevano accesso al pascolo durante le ore diurne, e durante le
ore notturne erano stabulati in spazi coperti. Tutti avevano possibilita
di accesso al paddock (2,5 m?/capo) la cui superficie non ha subito va-
riazioni durante tutta la prova sperimentale. La superficie indoor, inve-
ce, & stata variata settimanalmente. Le 3 densita testate sono state: bas-
sa densita (1,5 m*/capo; BD), media densita (1,0 m?*/capo, MD) ed alta
densita (0,5 m?/capo, AD). LA registrazione degli etogrammi & stata ef-

Tabella 1 - Effetto della densita e della stagione sull’etogramma.

BD' MD? AD? ESM
Tempo (%): Estate
Decubito 69,294 55,928  40,26° 2,97
Stazione 24,277 39,288  56,53° 2,23
Alimentazione 5,514 4,814 2,828 0,31
Paddock 0,00% 31,018  95,27° 2,73
Aggressivita (n/h) 0,02 0,02 0.02 0,00
Tempo (%): Inverno
Decubito 73,497 74,33 57,338 1,66
Stazione 15,154 14,670 28,178 1,87
Alimentazione 11,16 10,77 13,23 1,42
Paddock 0,00% 0,001 2,328 0,12
Aggressivita (n/h) 0,032 0,012 0,06° 0,02

A lettere differenti sulla stessa linea corrispondono differenze statisticamen-
te significative (*® %P < 0,01; 2: P < 0,05).
'Bassa densita; Media densita; *Alta densita.

fettuata gli ultimi 2 giorni, dalle 20.00 alle 5.00, per un totale di 18 ore.
Al settimo giorno sono stati raccolti i campioni di latte ed i campioni di
sangue. Tutti i parametri, etologici, ematici e produttivi sono stati sot-
toposti ad analisi di varianza a due vie (ANOVA) secondo il metodo
GLM del SAS (Sas, 1999). La stagione, la densita e 'interazione tra essi
sono stati considerati come variabili indipendenti. Le stagioni sono sta-
te analizzate singolarmente, considerando come variabile indipendente
solo la densita, applicando il test di Tuckey per misure ripetute.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - La densita di allevamento ¢ in
grado di influenzare il benessere animale, infatti € strettamente associa-
te alla liberta di movimento (Hurnik e Lewis, 1991) e pertanto ¢ in gra-
do di influenzare il comportamento (Fregonesi e Leaver, 2002). I risul-
tati riportati in Tabella 1 mostrano come, in entrambe le stagioni, con
Paumentare della densita di allevamento gli animali tendono a stare
meno tempo in decubito e pilt tempo in piedi.

Cio, in estate, si verifica gia col passare dalla densita bassa alla media, in
inverno, invece, si verifica solo nell’alta densita rispetto alle precedenti.
Durante la stagione calda, inoltre, gli animali tendono ad utilizzare
maggiormente il paddock. Viceversa, cido non accade durante la stagio-
ne fredda. Cio si ripercuote sulle interazioni di tipo aggressivo.

La riduzione degli spazi, infatti, tende afar si che le lotte gerarchiche si
manifestino maggiormente (Fisher at al., 1997). Con I'utilizzo del pad-
dock, invece, gli animali annullano gli effetti della riduzione degli spazi
coperti a loro disposizione. Nessuna variazione ¢ stata osservata sui pa-
rametri ematici e sui parametri produttivi indagati. Dai risultati otte-
nuti si evidenzia come, nel breve periodo, i parametri etologici risulti-
no maggiormente sensibili ad una variazione di densita di allevamento
rispetto ai parametri ematici e produttivi.

1 Effect of season and short time space allowance increasing
in semi-extensively reared lactating ewes

Key words: lactating ewes, space allowance, season.
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INTRODUZIONE - Lo studio del comportamento alimentare degli
animali rappresenta un elemento fondamentale per una gestione razio-
nale del pascolo e contemporaneamente per assicurare una buona co-
pertura dei fabbisogni nutritivi. Considerando i molteplici fattori che
lo possono influenzare, quali razza, stadio fisiologico, sistema di alleva-
mento, regime alimentare, (Goetsch et al., 2009), 'obiettivo di questo
lavoro ¢ stato quello di valutare I'effetto del genotipo e della stagione sul
comportamento alimentare di pecore da latte di razza Sarda e Nera di
Arbus sottoposte a diversi sistemi di allevamento.

MATERIALI E METODI - Lo studio & stato condotto tra Luglio 2011 e
Maggio 2013 presso I'azienda sperimentale “Monte Sant’Antonio” del-
I’Agris Sardegna. Il clima, tipicamente mediterraneo, & caratterizzato da
estati calde e secche ed inverni miti e piovosi (T Max = 32.9°C, T min =
4.1°C, piovosita annua = 1000 mm). 32 ovini adulti da latte, omogenei
per eta, data di parto,, sono stati suddivisi in 2 gruppi costituiti da 8 pe-
core di razza Sarda (Sd) e 8 pecore di razza Nera di Arbus (NA) ciascu-
no che, per un periodo di 4 settimane a stagione, sono stati sottoposti a
due differenti sistemi gestionali: Pascolo (P) e Stalla (St). 11 gruppo P ¢
stato gestito 24 h al pascolo e ha ricevuto un’integrazione media di fieno
(0,27+0,04-0,49+0,04 kg/capo die) e concentrato (0,27+0,01- 0,44£ 0,01
kg/capo die) in base ai fabbisogni degli animali ed alla disponibilita del
pascolo. Il gruppo St, confinato senza alcun accesso all’esterno, & stato
alimentato con fieno ad libitum (1,17£0,04 - 1,59£0,04 kg/capo die) e
concentrato (0,40+0,01 - 0,44+ 0,01 kg/ capo die). In entrambi gli anni,
durante il periodo sperimentale di ciascuna stagione (estate, autunno, in-
verno e primavera) sono state effettuate delle osservazioni dirette del
comportamento. Le osservazioni, condotte settimanalmente durante le
ore di luce, sono state eseguite monitorando tutti gli animali del gruppo
contemporaneamente ed indicando, ad intervalli di due minuti per cia-
scun genotipo il n° di animali coinvolti in ciascuna attivita. Le attivita,
espresse come percentuale del tempo totale di osservazione, sono state
distinte in: “pascolamento’, se 'animale pascolava, “ingestione” se si ali-
mentava alla mangiatoia con fieno o concentrato, “ruminazione”, se ru-
minava e “riposo’, nel caso in cui non fosse rilevata alcuna delle attivita
precedenti. Per il gruppo P ¢ stato calcolato il tempo di “Ingestione Tota-
le” come somma del tempo di pascolamento e del tempo di ingestione. I
dati sono stati analizzati con la procedura GLM del SAS utilizzando la
stagione (Sg), il genotipo (G) e la loro interazione come effetti fissi.
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - La stagione ha influenzato il com-
portamento alimentare delle pecore mentre il genotipo & risultato signi-
ficativo solo nella tesi P (Tab. 1). In P la pecora Sarda ha mostrato un

maggior tempo dedicato all’alimentazione, in particolare sono stati
maggiori i tempi di Ingestione Totale della Sd (45+0,01 vs 42+0,01;
P<0,05) e di riposo della NA, mentre non & stata rilevata alcuna diffe-
renza nel tempo di Pascolamento. Questo risultato potrebbe essere cor-
relato alla maggiore produzione di latte e quindi alle maggiori esigenze
della pecora di razza Sarda rispetto alla Nera di Arbus (873,5+20,12 vs
733,8+20,12 g/capo giorno). Nel confronto tra genotipi nella tesi St non
sono stati registrati tempi differenti per nessuna delle attivita considera-
te. La stagione ha influenzato il comportamento alimentare delle pecore
di entrambi i sistemi di allevamento. Come atteso, nel gruppo allevato al
pascolo, in entrambe i genotipi, la primavera ¢ stata caratterizzata da un
incremento dell’attivita del pascolamento (47%=0,1) legata ad una mag-
giore disponibilita di erba in questa stagione, pari 6,77 £ 0,15 kg SS/capo
die (Sitzia et al., 2014). I tempi di Ingestione sono stati maggiori duran-
te I'inverno nella pecora Nera di Arbus (5440,01) e nel corso sia dell’in-
verno (56%0,02) che dell’autunno (54%0,02) nella pecora Sarda. Nel
gruppo St la maggior parte del tempo ¢ stato speso in Ingestione, che ha
raggiunto valori massimi in inverno e primavera. Questo andamento
potrebbe essere dovuto allo stadio fisiologico degli animali (inizio latta-
zione) e alle loro maggiori esigenze di termoregolazione. La stagione in-
fluenza fortemente il comportamento degli animali a prescindere dalla
razza e dal sistema di allevamento adottato. Negli animali allevati al pa-
scolo la disponibilita di erba influenza il consumo di alimenti secchi.
Razze piu produttive, come la razza Sarda, dedicano pit tempo all’inge-
stione essendo stimolate dalle maggiori esigenze energetiche rispetto ad
animali meno produttivi, come il caso della Nera di Arbus.

1 Feeding behaviour of dairy sheep belonging to different
genotypes sarda and nera di arbus, submitted to different
livestock and feeding treatments estimated throughout
different seasons

Key words: feeding behaviour, Nera di Arbus, grazing, Sarda sheep.
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Tabella 1 - Comportamento degli animali (espresso come percentuale del tempo totale di osservazione) di pecore da latte di differenti ge-
notipi (G) - Sarda and Nera di Arbus, alimentate al Pascolo e in Stalla nel corso delle diverse stagioni dell’anno (S). LSMeans+SE.

Sarda Nera di Arbus Effetto

Estate =~ Autunno Inverno Primavera Estate Autunno Inverno Primavera G Sg GxSg
Pascolo
Pascolamento 13+0,02 39+0,02 39+0,02 47+0,02 12+0,02 37+0,02 36+0,02 47+0,02 0,15 e ns
Ingestione 110,01  15+0,01  17+0,01 0,7+0,01 8+0,01  12+0,01 18+0,01  0,9+0,01 0,06 ** 0,16
Ingestione totale =~ 24+0,02 54+0,02 56+0,02 48+0,02 19+0,02 49+0,02 54+0,02 48+0,02 * e ns
Ruminazione 16+0,01 21+0,01 34+0,01 22+0,01 14+0,01 22+0,01 34+0,01 16+0,01 0,09 e **
Riposo 60+0,01 250,01 10+0,01 30+0,01 67+0,01 29+0,01 11+0,01 36+0,01 o > ns
Stalla
Ingestione 60+0,01  54+0,01 74+0,01 70+0,01 53+0,01 51+0,01 72+0,01 73+0,01 ns e ns
Ruminazione 13+0,01  21+0,01 17+0,01 21+0,01 17+0,01  19+0,01 19+0,01 19+0,01 ns b b
Riposo 25+0,01  23+0,01 8+0,01 7+0,01 25+0,01 28+0,01 8+0,01 7+0,01 ns e >

* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001.
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Parole chiave: Wohlfahrtia magnifica, cyt b, filogenesi, Italia.

INTRODUZIONE - Wohlfahrtia magnifica (Diptera: Sarcophagidae) &
un ectoparassita obbligato le cui larve sono responsabili di una grave
miasi traumatica. I principali ospiti sono gli ovini, ma I'insetto puo in-
festare anche altre specie animali e talvolta 'uomo. W. magnifica ¢ dif-
fusa lungo la cosiddetta ‘rotta euroasiatica’ (Slingenbergh et al., 2004)
che dall’Europa si spinge verso la Turchia, I'Iraq e I'Iran, fino alle regio-
ni pit orientali della Cina. In Italia, la presenza di W. magnifica ¢ stata
ipotizzata fin dal 1994; tuttavia, solo recentemente, nel 2005, ¢ stata
confermata in alcune regioni dell’Ttalia centrale e meridionale (Gianga-
spero et al., 2011; Giangaspero et al., 2014). Recenti studi molecolari
hanno documentato la presenza di due diversi ‘ceppi genetici’ di W. ma-
gnifica: un ‘ceppo occidentale’, presente in Spagna e in Marocco, e
un‘ceppo orientale’, diffuso in Ungheria e in Grecia (Hall et al., 2009a).
Nel corso di questi studi, un unico isolato proveniente dall’Italia & ri-
sultato appartenere al ceppo orientale (Hall et al., 2009b).

Con I'obiettivo di conoscere la provenienza geografica delle specie di W.
magnifica che infestano gli ovini in Italia, esemplari di larve di W. ma-
gnifica raccolte da ovini infestati provenienti da allevamenti italiani, so-
no state caratterizzate geneticamente e gli isolati sono stati comparati
filogeneticamente sia tra loro sia con sequenze omologhe provenienti
da altri paesi europei.

MATERIALI E METODI - Venti larve di W. magnifica di II e III stadio,
raccolte nel corso di precedenti studi epidemiologici sulla wohlfahrtio-
si in allevamenti ovini (Giangaspero et al., 2011) della Sicilia, Lazio,
Molise e da un ovino, recentemente ritrovato infestato in Puglia, sono
state sottoposte individualmente all’estrazione del DNA. Un frammen-
to di circa 715 bp del gene cyt b & stato sottoposto ad amplificazione, e
il prodotto, una volta purificato, & stato sequenziato e allineato con do-
dici sequenze omologhe (aplotipi) disponibili in GenBank (Hall et al.,
2009a). Ciascun allineamento ¢ stato sottoposto ad analisi filogenetica
mediante Neighbour Joining (NJ) e software v5.1 MEGA.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Lalbero filogenetico ottenuto
con le sequenze italiane ha consentito di rilevare la presenza di tre grup-
pi geneticamente distinti, denominatil, 2 e 3 (Fig. 1).

La distanza genetica media tra i gruppi 1 e 2 & risultata pari a 0,036%,
mentre le distanze genetiche medie tra il gruppo 1 e 3 e il gruppo 2 e 3,
sono risultate, rispettivamente, pari a 0,017% e 0,023%. Dalle analisi fi-
logenetiche ottenute comparando i dodici aplotipi provenienti dagli al-
tri paesi & emerso che 4 isolati provenienti dal Lazio e Molise apparten-
gono al ‘ceppo orientale’ e 16 provenienti dal Lazio, Molise, Sicilia e Pu-
glia appartengono al ‘ceppo occidentale’.

I risultati ottenuti dimostrano la presenza in Italia di due ceppi. Liden-
tificazione del ‘ceppo orientale’ conferma i dati precedentemente otte-
nuti da Hall et al. (2009b) mentre il rilievo del ‘ceppo occidentale’ po-
trebbe essere correlato ad una recente introduzione, avvenuta median-
te lo spostamento in volo degli insetti adulti o I'introduzione di anima-
li infestati dalla Spagna e/o del Nord Africa. Limportazione di ovini in
Italia dalla Spagna e da altri paesi dell’'Unione Europea (ex PECO) ¢ do-
cumentata in letteratura (http://www.assonapa.it); ¢ possibile che sog-
getti con una infestazione occulta possano essere stati introdotti in Ita-
lia da questi paesi e dalle larve mature, dopo 'impupamento, siano sfar-
fallati individui che si sono dispersi nel territorio italiano.

Alla luce dei risultati ottenuti, si ritengono necessari sia indagini su lar-
ga scala sia studi genetici pitt approfonditi al fine di comprendere me-
glio la diversita genetica tra gli isolati e i fattori che contribuiscono alla
diffusione e alla dispersione di questo importante parassita.
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Figura 1 - Relazioni filogenetiche di W. magnifica. Venti sequenze
provengono dal presente studio e 12 da sequenze di riferimento.

1 Origins of Wohlfahrtia magnifica isolates in Italy
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INTRODUZIONE - Le infezioni da protozoi del genere Eimeria (eime-
riosi/coccidiosi) sono notevolmente diffuse negli allevamenti di animali
da reddito e nelle capre. Tutte le categorie di eta sono suscettibili alle in-
fezioni, 1 capretti, tuttavia sono particolarmente sensibili con perdita di
peso, ritardato accrescimento e mortalita (Taylor e Catchpote, 1994). Per
la notevole rilevanza della coccidiosi soprattutto negli allevamenti, inten-
sivi, la diagnosi di laboratorio, sia per la messa in evidenza che per la con-
ta delle oocisti (faecal egg count - FEC), necessita di metodiche precise ed
accurate. La MiniFLOTAC technique (MFT), che si avvale del MiniFLO-
TAC, nuovo apparato della famiglia FLOTAC, & una tecnica copromicro-
scopica molto sensibile, accurata, semplice, rapida ed economica, gia va-
lidata per la diagnosi delle infezioni da elminti in cani, ovini e bovini
(Cringoli et al., 2013) e per la diagnosi di infezioni da elminti e protozoi
nell’'uomo (Barda et al., 2013a,b; Barda et al., 2014). Obiettivo di questo
studio ¢ stato quello di comparare la MFT con la tradizionale Modified
McMaster technique (McT) per la diagnosi di Eimeria spp. nelle capre.
MATERIALI E METODI - La prova ¢ stata effettuata utilizzando 16
campioni di feci prelevati da capre adulte in un allevamento intensivo
nella provincia di Alentejo (Sud Portogallo). Da ogni campione, dopo
accurata omogeneizzazione, sono state preparate aliquote di 2 g, utiliz-
zate per comparare le due tecniche, la MFT: sensibilita 10 oocisti per
grammo di feci (OPG) e la McT con due livelli di sensibilita: 50 OPG
(lettura dei due reticoli del McMaster; volume di lettura = 0,3 ml) (McT
0,3 mL) e 15 OPG (lettura totale delle due camere; volume di lettura =
1 mL) (McT 1mL). Per entrambe le tecniche & stata utilizzata una solu-
zione flottante (SF) a base di sodio cloruro (peso specifico 1.200).

Per ciascuna tecnica, e per ciascun campione, sono state effettuate 6 re-
pliche, per un totale di 288 letture. Per la MFT ad ogni aliquota di 2 g
sono stati aggiunti 38 ml di SF (diluizione 1:20), il campione ¢ stato poi
omogenato, filtrato e sono state riempite le due camere del MiniFLO-
TAC. Per la McT (Whitlock, 1948) a ciascuna aliquota di 2 g sono stati
aggiunti 28 ml di SF (diluizione 1:15), il campione ¢ stato omogenato,
filtrato e sono state quindi riempite le due camere del vetrino; in tutti i
casi la lettura & stata effettuata dopo 10 minuti.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I risultati della comparazione so-
no riassunti nella tabella che segue. I valori di OPG della McT 0,3mL so-
no statisticamente superiori ai valori della McT ImL. Considerando che
maggiore ¢ I'area/volume di lettura, pitt accurato ¢ il risultato, il McT
ImL da valori di lettura del vetrino McMaster piu attendibili rispetto al

Tabella 1 - Comparazione tra la Modified McMaster technique
(0,3 mL; 1 mL) e la MiniFLOTAC technique.

Tecniche Media OPG CV (%)
McMaster technique 0,3 mL 20782 23,02
McMaster technique 1 mL 1791° 17,5°
MiniFLOTAC technique 20812 19,40

P < 0,05; livello di significativita con lettere differenti.

MCcT 0,3mL. Da cio scaturisce che i valori della McT sono influenzati dal-
la scelta dell’area di lettura (volume) come gia riportato da Cringoli et al.
(2004). Questa ¢ una ulteriore conferma che i valori della McT 0,3mL so-
no il risultato di una sovrastima delle OPG, probabilmente dovuta all’e-
levato fattore di moltiplicazione (50x) e/o alla tendenza degli elementi
parassitari a concentrarsi verso il centro della camera del vetrino Mc-
Master. I valori di OPG della MFT sono risultati sovrapponibili agli stes-
si della McT 0,3mL, ma statisticamente superiori ai valori della McT
ImL. A tale riguardo: a) premesso che la MFT e la McT si basano sullo
stesso principio e che in questa prova @ stata utilizzata anche la stessa FS;
b) considerando che maggiore ¢ I'area/volume di lettura pill accurato ¢
il risultato, la superficie di lettura della MFT ¢ esattamente la stessa del-
la McT ImL, (mm 18x18 x 2), tuttavia le due camere di flottazione del
MiniFLOTAC racchiudono un volume di 2 mL, il doppio del volume
delle due camere del vetrino Mc Master; ¢) visto che i valori della media
delle OPG della MFT sono risultati statisticamente pil elevati degli stes-
si della McT 1mL (2081 vs 1791; P<0,05), con un coefficiente di varia-
zione, che esprime la precisione della tecnica per letture ripetute, com-
parabile tra le due tecniche (19,4 vs 17,5; P>0,05), i risultati del presen-
te studio hanno mostrato che la MFT & risultata la pitt accurata e quin-
di & una tecnica promettente per la diagnosi e la conta di oocisti di Ei-
meria spp. nelle capre e probabilmente anche per altre specie animali.

1 MiniFLOTAC technique: a new approach for the diagnosis
of Eimeria spp. in goats

Key words: Eimeria spp., goats, MinFLOTAC technique; Modified
McMaster technique.
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INTRODUZIONE - 11 piano di monitoraggio su alimenti di origine
animale prodotti nei Siti di Interesse Nazionale (SIN) si propone di rac-
cogliere dati sulla contaminazione nelle aree a maggior impatto am-
bientale di origine antropica. Il latte, alimento ad elevato potere nutri-
zionale, ¢ una matrice alimentare in grado di evidenziare eventuali con-
taminazioni ambientali in atto. L'Istituto Zooprofilattico Sperimentale
della Puglia e della Basilicata, deputato al controllo ufficiale dei prodot-
ti alimentari, ha eseguito su 78 campioni di latte le analisi dei principa-
li oligoelementi (Fe, Cu, Mn, Zn, Ni, Al, V, Se, Sn, Co, Mo) e contami-
nanti inorganici (Pb, Cd, Hg, As, U, Cr, Sr, Be, T1). Il presente lavoro,
pertanto, mostra i risultati ottenuti nell’'ambito del piano di monito-
raggio in campioni di latte prelevati presso aziende rurali in Puglia e
Basilicata e pervenuti presso codesto Istituto nel periodo da Luglio 2012
a Dicembre 2013.

MATERIALI E METODI - Sono stati analizzati 78 campioni di latte:
58 di specie ovina, 10 caprina e 10 ovi-caprina; 32 di provenienza pu-
gliese e 46 lucana. I contaminanti inorganici (Cd, As, Pb e Hg) sono sta-
ti analizzati mediante una metodica analitica normata e accredita-
ta(UNI EN 15763, 2010), che prevede la mineralizzazione in umido con
microonde e analisi mediante Spettrometria di Massa al Plasma Indut-
tivamente Accoppiato (ICP-MS, Elan DRC 11, PerkinElmer). Gli altri
elementi sono stati determinati mediante metodica sviluppata e valida-
ta presso il laboratorio. Per il controllo qualita & stato utilizzato un ido-
neo Materiale di Riferimento Certificato (Milk Powder NIST 1549).
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Dei 78 campioni di latte 2 sono
risultati non conformi per il Piombo (Reg. CE 1881/2006) (limite mas-
simo consentito: 0,020 mg/kg): il primo con un valore di 0,033 mg/kg
proveniente da un allevamento nel comune di Pomarico (MT), il se-
condo con un valore di 0,024 mg/kg proveniente dal limitrofo comune
di Ferrandina (MT). Tuttavia, la concentrazione media di Pb nei 78
campioni ¢ pari a 0,00471 mg/kg, apprezzabilmente piu bassa di quel-
la riportata in letteratura per diversi campioni (Rahimi, 2013), con una
media di 0,0121 e 0,00737 mg/kg per campioni di latte ovino e capri-
no, rispettivamente. Anche per il Cadmio sono stati riscontrati valori
molto bassi: nel 40% dei casi la concentrazione ¢ stata inferiore al LOQ
(0,00044 mg/kg), con una media di 0,00081 mg/kg, sensibilmente in-
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Figura 1 - Score plot dei 78 campioni di latte su PC1 e PC2.

Tabella 1 - Concentrazioni medie (mg/kg) e deviazioni standard di
alcuni elementi per le 2 regioni.

U Co Sr Fe Zn
(ng/g) (ng/g) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)

Basilicata %0801 4,19 1,40 1,118 5,45
+ 0,120 +130 +0,457 =+ 0,391 +1,77

S 0,234 2,24 0,766 0,763 3,25
9 +0308 +1,03 +0571 =+0277 +1,67

feriore al dato riscontrato in letteratura (Rahimi, 2013), dove per il lat-
te ovino e caprino la media ¢ pari a 0,00331 e 0,00233 mg/kg, rispetti-
vamente.

La concentrazione di Mercurio per tutti i campioni ¢ risultata inferiore
al Limite di Quantificazione (LOQ=0,00071 mg/kg), a prova della sua
scarsa tendenza all’accumulo nel latte. La matrice dei dati, costituita da
78 oggetti e 20 variabili, & stata elaborata, previo autoscaling di colonna,
mediante analisi statistica multivariata (PCA), consentendo di notare
differenze apprezzabili nella composizione elementare dei campioni di
latte provenienti dalle 2 regioni. Dalla Figura 1, riportante gli scores dei
campioni proiettati sulla PC1 e PC2 (la due direzioni di massima varia-
bilita) si nota una sostanziale separazione dei 2 gruppi, potendo indivi-
duare agevolmente la direzione di massima differenziazione. I campio-
ni della Puglia hanno una minore dispersione, e quindi una maggiore
omogeneita, a differenza dei campioni lucani, per i quali si nota un gra-
do di variabilita piti elevato. Le variabili che contribuiscono maggior-
mente alla differenziazione sono U e Tl, maggiori nei campioni della
Puglia; mentre Co, Sr, Zn, Fe, Mn, Al e V hanno un contenuto maggio-
re nei campioni della Basilicata.

La Tabella 1, con i tenori medi e deviazione standard degli elementi piut
significativi per la diversificazione tra le due regioni, conferma tali con-
siderazioni.

I contaminanti pilt pericolosi (Mercurio, Piombo, Cadmio, Arsenico e
Cromo) non mostrano una particolare differenza tra le due regioni,
suggerendo un non localizzato livello di contaminazione. Tali conside-
razioni potranno essere successivamente approfondite mediante cam-
pionamenti e monitoraggi pianificati ad hoc.

1 Trace elements in sheep and goat milk samples from
Apulia and Basilicata regions: valutation by multivariate
data analysis

key words: milk, heavy metals, monitoring study.
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INTRODUZIONE - I recettori purinergici P2X sono proteine di mem-
brana, in grado di rispondere all’attivazione da parte dell’ATP extracel-
lulare (North, 2000). Si distinguono sette isoforme, denominate P2X1-
7 (Ravelic e Burnstock, 1998), codificate da geni distinti. Studi riporta-
ti in letteratura indicano che i segnali innescati dall’attivazione di que-
sti recettori regolano un numero elevato di importanti processi fisiolo-
gici. Nello specifico, esperimenti su topi ko hanno evidenziato che P2X1
(Mulryan et al., 2000) media la contrazione dei vasi deferenti, P2X2 e
P2X3 sono responsabili di dolore neuropatico (Cockayne et al., 2000),
P2X4 ha un ruolo nel mantenimento del tono vascolare e nel rilascio di
prostaglandine, P2X7 ¢ coinvolto in rilascio di citochine, morte cellula-
re, regolazione delle ghiandole esocrine ed endocrine (Jiang, 2012).
Inoltre, lalterata espressione e funzionalita di P2X & stata associata a
svariate patologie, quali malattie infiammatorie, ipertensione, ischemia,
dolore cronico, cancro. Un nostro precedente studio (Muzzachi et al.,
2013) ha evidenziato che I'inibizione specifica di P2X7 in monociti
umani ¢ in grado di bloccare il processo infiammatorio nelle prime fa-
si di sviluppo. Per tale motivo, ci siamo occupati in questo lavoro di rea-
lizzare, nella specie ovina, uno screening preliminare dei livelli di
espressione monocitaria delle diverse isoforme di P2X.

MATERIALI E METODI - A partire da monociti ovini, isolati da buffy
coat mediante centrifugazione in gradiente di densita con Histopaque
(Sigma), ¢ stato estratto 'RNA totale utilizzando RNeasy Mini Kit (Qia-
gen) secondo le indicazioni della casa produttrice. URNA ¢ stato suc-
cessivamente retro-trascritto in cDNA mediante High capacity cDNA
archive kit (Applied Biosystems) e sottoposto ad amplificazione delle
regioni target mediante protocolli specifici di PCR. Al fine di discrimi-
nare tra le diverse isoforme di P2X, a partire dalle sequenze di mRNA
di P2X disponibili in banca dati per la specie ovina (Ovis aries), sono
state disegnate specifiche coppie di primers (www.primer3.ut.ee/, ver-
sion 4.0.0) la cui specificita ¢ stata saggiata in silico mediante analisi
BLAST (www.ensembl.org). La mix di PCR era costituita, in tutte le rea-
zioni di amplificazione, da Multiplex PCR Master Mix 1X (Qiagen),
primers 0.2 pM (MWG), cDNA ed RNAse free-water, in un volume fi-
nale di 50ul. Gli amplificati sono stati separati mediante corsa elet-
troforetica per 1h a 90 V su gel di agarosio al 2% contenente etidio bro-
muro. I frammenti ottenuti sono stati escissi dal gel e purificati utiliz-
zando il kit QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) e successivamente
sottoposti a sequenziamento di Sanger (Eurofins MWG Operon).
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I protocolli di RT-PCR adottati

hanno consentito di dimostrare, per la prima volta, la presenza di tra-

Tabella 1 - Sequenze dei primers utilizzati nei protocolli di RT-PCR.

Recettore Primer forward

P2X1 5'GGCTGCCTTCTTCTTCGAGTS’

P2X2 5’GGCATTTATGAAGAAGCCACA3’
P2X3 5’GTCGTGAAGAGCTGGACCAT3’
P2X4 5’CCGGCTTTCCTCAGAATCTT3’

P2X5 5’GCTCTACCAGTCGCTCTTCG3’
P2X6 5’GTTACGCCCACTCTGCAGTC3’
P2X7 5’GTACCAGGAGCCCTTGCTG3’

scritti di P2X in monociti ovini. In particolare, la separazione su gel di
agarosio dei frammenti amplificati ha evidenziato la presenza di bande
corrispondenti ai recettori P2X1 (199 pb), P2X4 (185 pb), P2X5 (197
pb) e P2X7 (187 pb). Nelle nostre condizioni sperimentali, nessun am-
plificato & stato osservato per P2X2 e P2X6, mentre sono state osserva-
te bande di aspecificita per P2X3. Ulteriori esperimenti saranno effet-
tuati allo scopo di ottimizzare i protocolli di PCR.

Lallineamento mediante Clustalw (http://www:ebi.ac.uk./Tools/clu-
stal2/) delle sequenze nucleotidiche ottenute con quelle di Ovis aries
presenti in banca dati, ha rivelato un’identita pari al 100%. Esperimen-
ti futuri saranno volti a valutare I'espressione proteica e la localizzazio-
ne dei recettori P2X in monociti ovini.

Parallelamente, per testare la funzionalita saranno effettuate misure
spettrofluorimetriche di calcio intracellulare, in seguito ad attivazione
dei canali con agonisti specifici.

1 Screening of P2x purinergic receptors expression in ovine
monocytes

Key words: purinergic receptors, monocytes, ovine.
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Primer reverse
5" TGTCACAGCCAGACCTTTGAS’
5’ACACAGTCCTCGTCCGAGTC3’
5" TGGGGTCACGTAGTCAGACA3’
5’CACGAGTGTGGGGTTGAAGS’
5'TCACACCCTTGACTTTGGTGS3’
5'GAGGAGGGAGAAGCACAGG3’
5’GCCACTGTATTGGCCTTCAC3’
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Casi di carcinoma a cellule squamose e papilloma

squamoso in ovini della Regione Basilicata:
indagini istologiche e di immunocaratterizzazione
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Parole chiave: ovino, carcinoma a cellule squamose, papilloma squa-
moso, Papilloma virus.

INTRODUZIONE - I tumori spontanei nella specie ovina risultano poco
frequenti. Tra questi, il carcinoma a cellule squamose (CCS) rappresenta la
forma piu frequente tra i tumori delle cute, presentando un tasso di preva-
lenza variabile dallo 0,2% al 2,29%. Lincidenza di tale tumore appare mag-
giore nei soggetti pitl anziani. Il carcinoma a cellule squamose ¢ stato se-
gnalato in Australia, Sud Africa, Francia, Spagna, Arabia Saudita, Brasile e
nell'Ttalia insulare. Episodi multipli di CCS della pecora (Ovis aries) nello
stesso allevamento vengono in genere correlati ad intensa e prolungata
esposizione a radiazioni attiniche, specie se associata all’assunzione di pian-
te fotosensibilizzanti, scarsa pigmentazione della cute, e interventi chirurgi-
ci come il taglio della coda. Spesso, il CCS viene preceduto da lesioni cuta-
nee precancerose quali cheratosi attinica, displasie dell’epidermide associa-
te a iperplasia cronica reattiva dei cheratinociti e flogosi croniche cutanee.
Alcuni studi hanno mostrato, mediante tecnica di ibridazione in situ e mi-
croscopia elettronica, come queste lesioni spesso si associano ad infezione
con il Papillomavirus. Tuttavia i due genotipi della pecora largamente co-
nosciuti (OaPV1 e 'OaPV2) sembrano associarsi esclusivamente a lesioni
fibropapillomatose, mentre non sono mai stati riscontrati in lesioni pre-
cancerose o tumorali prettamente dell’epidermide. Solo di recente, uno
studio ha identificato un nuovo genotipo di papillomavirus ovino, chia-
mato Ovis aries Papillomavirus 3 (OaPV3) epidermotropico associato al
carcinoma a cellule squamose ovino. A causa della elevata incidenza regi-
strata in alcuni greggi, il CCS puo essere causa di importanti perdite eco-
nomiche per gli allevatori ovini e puo rappresentare pertanto una patolo-
gia di particolare significato economico. Scopo della comunicazione ¢ de-
scrivere lesioni riferibili a CCS e papilloma squamoso della pecora (Ovis
aries) in soggetti allevati nella Regione Basilicata.

MATERIALI E METODI - Alcuni allevamenti della Regione Basilicata
riferiscono che negli ultimi due anni, durante il periodo primaverile-
estivo, alcune pecore hanno presentato lesioni cutanee che tendevano
ad ulcerarsi e accrescersi nonostante alcuni trattamenti topici effettua-
ti. Questi animali, a motivo dell’ulcerazione e conseguente infestione
con larve di ditteri delle lesioni cutanee, sono stati sacrificati ed elimi-
nati dall’allevamento. La ricomparsa del fenomeno anche durante il
2014 ha reso necessario approfondire il problema. Pertanto, il veterina-
rio referente ha inviato le lesioni all’Istituto Zooprofilattico Sperimen-
tale Umbria e Marche per accertamenti diagnostici. Porzioni di tessuto
neoplastico sono state fissate in formalina neutra tamponata al 10%,
processati con le normali tecniche, colorati con ematossilina-eosina ed
osservate al microscopio ottico. Sezioni di 5 pm sono state sottoposte
inoltre ad indagini di immunoistochimica (IHC) per la ricerca del Pa-
pillomavirus e per una immunocaratterizzazione delle lesioni campio-
nate e dell’infiltrato infiammatorio intra- e peri-tumorale.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Le indagini istologiche hanno evi-
denziato lesioni riferibili a papilloma squamoso, a carcinoma a cellule
squamose in stadio iniziale e a carcinoma a cellule squamose in stadio
avanzato. Tutte le lesioni presentano un ricco infiltrato inflammatorio pe-
ri- ed intra-tumorale costituito prevalentemente da linfociti e plasmacellu-
le. Le indagini di immunoistochimica hanno permesso di immunocaratte-
rizzare l'infiltrato inflammatorio ottenendo cosi informazioni circa il mec-
canismo di risposta immunitaria dell’'ospite nei confronti della crescita di
tali lesioni. La nota progressione neoplastica delle lesioni cutanee precan-
cerose versus il carcinoma a cellule squamose, pone l'attenzione sulla ne-
cessita di una diagnosi precoce, tale da consentire 'eventuale escissione chi-
rurgica delle lesioni prima che progrediscano verso forme tumorali mali-
gne, note per un elevato tasso di recidiva e tendenza a divenire, dopo I'a-
sportazione chirurgica, ancora pit1 aggressive. Inoltre, visto la probabile as-
sociazione di tali lesioni con linfezione da Papillomavirus, in via speri-
mentale si sta valutando la possibilita di utilizzare, anche nella specie ovina,
il trattamento con autovaccino dei capi di elevato valore genetico.

Figura 1 - Merinizzata ita-
liana di due anni di eta. Car-
cinoma a cellule squamose
in stadio avanzato della zo-
na periorbitale associato al-
la presenza di un carcinoma
a cellule squamose in sta-
dio iniziale della pinna del-
I’orecchio.

A N

Figura 2 - Merinizzata italiana di due anni di eta. Carcinoma a cel-
lule squamose della regione peri-orbitale in stadio avanzato. Il tu-
more appare costituito da trabecole e isole di cellule a differenzia-
zione squamosa con aree di necrosi centrale (perle cornee) immer-
se in abbondante stroma fibro-connettivale riccamente infiltrato da
plasmacellule e piu rari linfociti.

1 Ovine squamous cells carcinoma and squamous papillma
in Basilicata region (ltaly): histology
and immunocharacterisation analysis

Key words: sheep, squamous cell carcinoma, squamous papilloma,
Papillomavirus.
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Utilizzo di inulina nella produzione

di un formaggio fresco da latte di capra
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Parole chiave: inulina, prebiotici, formaggio fresco, low-fat.

INTRODUZIONE - Linulina pud essere utilizzata come ingrediente
nell’'industria alimentare sia per le sue proprieta nutrizionali che tecno-
logiche. Le proprieta nutrizionali derivano dal fatto che I'inulina resiste
agli acidi gastrici e alla digestione nell’intestino tenue umano, ed ¢ per-
tanto una fibra dietetica con un basso potere calorico (Roberfroid et al
1999). Inoltre presenta importanti effetti prebiotici, legati al’laumento
nel numero e/o nell’attivita, nel tratto gastrointestinale, di microrgani-
smi benefici per la salute. Per quanto riguarda i dati relativi ai livelli di
introduzione giornalieri di inulina/oligofruttosio, la stima per 'Europa
¢ di 3,2-11,3 g, mentre nel Nord America, I'intake giornaliero e di 1-4 g.
Non esistono attualmente in Europa raccomandazioni relativamente ai
livelli massimi assumibili di inulina e oligosaccaridi, tuttavia & sconsi-
gliato superare i 20 g/giorno per evitare disordini di natura intestinale.
Per quanto riguarda gli aspetti inerenti I'etichettatura, il regolamento
(CE) N. 1924/2006 relativo alle indicazioni nutrizionali e sulla salute
fornite sui prodotti alimentari attesta che un alimento ¢ “fonte di fibre”
solo se il prodotto contiene almeno 3 g di fibre per 100 g, mentre ¢ con-
siderato “ad alto contenuto di fibre” solo se il prodotto contiene alme-
no 6 g di fibre per 100 g. Per quanto riguarda le proprieta tecnologiche
di inulina e oligofruttosio, esse sono strettamente dipendenti dal loro
DP, in particolare le molecole a lunga catena presentano un’elevata ca-
pacita di legare 'acqua e, per tale caratteristica, di sostituire il grasso.
Per tale motivo l'inulina ¢ stata utilizzata come fat-replacer in prodotti
lattiero-caseari a basso contenuto di grasso.

Lo scopo del presente lavoro era quello di utilizzare 'inulina nella pro-
duzione di formaggi caprini freschi, arricchiti in fibre, e con un basso
contenuto di grassi, mediante I'impiego di tecnologie di filtrazione su
membrana (ultrafiltrazione, UF).

MATERIALI E METODI - Sono stati prodotti tre formaggi caprini fre-
schi (INO, full-fat: 9% grasso, 0% inulina; IN5: 4% grasso, 5% inulina;
IN7: 2% grasso, 7% inulina) a coagulazione prevalentemente acida (ese-
guita direttamente nella confezione finale), utilizzando miscele composte
da quantitativi predeterminati di retentato di UF di latte di capra magro,
crema di latte di capra, inulina DP>23 (Frutafit TEX, Sensus, The Nether-
lands), e acqua. Sono state eseguite tre lavorazioni sperimentali, e sui pro-
dotti alle 24 h dalla produzione, sono state effettuate le seguenti determi-
nazioni analitiche: pH, metodo potenziometrico (Orion, 420A, USA);
azoto totale; grasso; sostanza secca; proteina totale: azoto totale x 6,38; te-
st di penetrometria con reometro TA-XT?2 (Stable Micro Systems, Surrey,
UK) (Seuvre et al., 2008).

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - 1 prodotti non presentavano se-
parazione di siero nelle confezioni. Cio fa si che la composizione fisico-
chimica (Tab. 1) del formaggio, sia identica alla composizione della mi-
scela di partenza, e di conseguenza, il recupero di materia (grasso, pro-
teina e inulina) sia praticamente totale. Inoltre, i formaggi, erano carat-
terizzati da valori uguali di pH, umidita, e proteina totale. Le uniche dif-
ferenze erano relative al contenuto di grasso e inulina. Come & possibi-
le notare dalla tabella, i prodotti IN5 ed IN7 sono estremamente validi
da un punto di vista nutrizionale, ed in particolare nel caso di IN7, po-
trebbe essere indicato in etichetta: formaggio “a basso contenuto di
grassi’, in quanto il formaggio contiene meno di 3 g di grasso per 100 g
e formaggio “ad alto contenuto di fibre”, in quanto presenta un conte-
nuto di inulina superiore a 6 g/100 g. Per quanto riguarda i parametri
reologici dei formaggi, essi venivano influenzati dalla sostituzione gras-
so/inulina (Tab. 2). Per tutti i parametri osservati, ¢ stata rilevata una ri-

Tabella 1 - Composizione fisico-chimica dei formaggi alle 24 h
dalla produzione.

Parametri INO* IN5* IN7*

pH (UpH) 4,49 + 0,01 4,49 + 0,01 4,50 + 0,01
Umidita (%) 78,49 + 0,23 78,27 + 0,36 78,31 + 0,12
Grasso (%) 8,88 + 0,10 4,16 + 0,05 2,13 + 0,04
Grasso/SS** (%) 41,31 + 0,85 19,22 + 0,67 9,80 + 0,21
Proteina totale (%) 8,13 + 0,15 8,02 + 0,10 8,03 + 0,10
Inulina** (%) 0,00 + - 5,00 + - 7,00 £ -

*INO, full-fat: 9% grasso, 0% inulina; IN5: 4% grasso, 5% inulina; IN7: 2%
grasso, 7% inulina; **Rapporto Grasso/Sostanza secca. **Quantita di inuli-
na aggiunta alle miscele.

Tabella 2 - Parametri reologici dei formaggi alle 24 ore dalla pro-
duzione.

Parametri INO* IN5* IN7*

Forza max (N) 9,22 + 19 4,5 + 1,0 3,5° + 0,5
Area positiva (N/s) 272,4* + 56,8 137,5° + 28,0 112,6° + 15,3
Forza max negativa (N) 2,6 + 0,6 1,2 + 0,3 0,8° + 0,2
Area negativa (N/s) 50,12 + 15,8 26,0 + 4,0 19,7¢ + 4.8

*INO, full-fat: 9% grasso, 0% inulina; IN5: 4% grasso, 5% inulina; IN7: 2%
grasso, 7% inulina; | valori con una diversa lettera, nella stessa riga, differi-
scono significativamente (p<0,05).

duzione lineare dei valori, in funzione del maggiore contenuto di inuli-
na, con valori di INO mediamente superiori di 2,5 volte circa rispetto a
IN7. Come ¢ possibile notare, per i valori relativi a tutti i parametri con-
siderati, i formaggi IN5 e IN7 differivano in maniera statisticamente si-
gnificativa (p<0,05) rispetto al controllo (INO). Pertanto i formaggi
contenenti inulina risultavano meno duri e coesi rispetto al controllo.
In conclusione, la metodologia di preparazione dei formaggi utilizzata
si & rivelata estremamente valida nel permettere ’arricchimento in fibre
funzionali di formaggi freschi low-fat, consentendo inoltre di miglio-
rarne la struttura.

1 Utilization of inulin as fat replacer in a fresh cheese made
from goat milk

Key words: inulin, prebiotics, fresh cheese, low-fat.
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Studio preliminare sull’effetto residuo di un
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Parole chiave: ciclo ovarico, fertilita, prolificita, nutrizione.

INTRODUZIONE - Nelle pecore a fine anaestro, I’esposizione repenti-
na all’ariete puod portare ad ovulazione e sincronizzazione dei calori
(Dattena et al., 2010; Rosa et al, 2002). Questo evento detto “effetto ma-
schio” pud essere influenzato da diversi fattori, che possono essere in-
trinseci agli animali, come razza, peso vivo (PV), stato di ingrassamen-
to (BCS), stadio di lattazione, livello produttivo o dipendere dal sistema
di allevamento, ed, in particolare, dall”alimentazione.

Lobiettivo di questo lavoro ¢ stato valutare I'effetto residuo del pa-
scolamento razionato (Molle et al., 1995) di pecore da latte al quinto
mese di lattazione sulla loro risposta all’effetto maschio e flushing ali-
mentare in termini di ripresa dell’attivita ovarica, della fertilita e del-
la prolificita.

MATERIALI E METODI - A questo scopo sono state utilizzate n. 36
pecore di razza Sarda ad iniziare dal terzo mese di lattazione. A partire
dal 18 febbraio le pecore sono state gestite come gruppo unico ed adat-
tate al pascolo razionato (4 ore/giorno) di loglio italico (Lolium multi-
florum), ricevendo giornalmente come integrazione 700 g/capo di fieno
di loglio trinciato e 700 g/capo di concentrato commerciale. Dall’11
Marzo le pecore sono state suddivise in tre gruppi da dodici soggetti,
omogenei per eta, PV, BCS e produzione lattea assegnati a tre tratta-
menti che prevedevano I'accesso al pascolo a orario con il seguente pro-
gramma: G2h, 2 ore/giorno dalle h. 08:00 alle h. 10:00; G4h, 4 ore/gior-
no dalle h. 08:00 alle h. 12:00; G6h, 6ore/giorno dalle h. 08:00 alle h.
14:00. Dal 26 Marzo 300 g/capo di concentrato commerciale sono stati
sostituiti con 300 g/capo di semi di lupino.

Dal 30 Aprile gli animali sono stati messi assieme in un unico gruppo,
portando tutti i capi a 6 ore/giorno di permanenza al pascolo di loglio
(07:30-13:30).

11 02 Maggio (identificato come giorno 0) per indurre I"effetto ma-
schio” sono stati introdotti quattro maschi adulti, interi e non tosati.
Dal 18 Maggio (giorno 16) ¢ stato effettuato un flushing alimentare con
400 g/capo di semi di lupino e 50 g/capo di concentrato commerciale
per 5 giorni. I 18 Maggio ¢ iniziato il controllo dei calori per 8 giorni,
tre volte al giorno (h 08:00, h14:00 e h16:00) con l'ausilio di pastelli. Il
29 Giugno (giorno 58) ¢ stato rilevato il 3° e ultimo calore e dopo 8
giorni sono stati tolti i maschi dal gruppo.

Nel corso dello studio sono morte 5 pecore per Blue Tongue, distribui-
te in tutti i gruppi. Nello stesso periodo non sono stati registrati effetti
residui significativi dei trattamenti su produzione individuale di latte,
PV, BCS e loro variazioni.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Tutti i gruppi hanno ripreso l’at-
tivita ovarica all’introduzione del maschio (G2h 83% = 10/12; G4h 75%
=9/12; G6h 75% = 9/12, P>0.2, Fisher Exact test a due code). La per-
centuale di fertilita al primo calore ¢ stata in G2h 30% (3/10), in G4h
70% (7/10) e in G6h 64% (7/11,P = 0.17 tra G2h e G4h) (Fig. 1). La fer-
tilita complessiva relativa alla stagione riproduttiva (tre cicli ovarici) in-
vece & stata in G2h 70% (7/10), in G4h 80% (8/10) e in G6h 73% (8/11,
P>0.2) (Fig. 1). La prolificita al 1° calore ¢ stata in G2h 3/3 (1 agnello),
in G4h 11/7 (1.6 agnelli) e in G6h 13/7 (1.9 agnelli, P<0.05 tra G2h e
Gé6h) (Fig. 2), mentre la prolificita relativa alla stagione & stata in G2h
10/7 (1,4 agnelli), in G4h 12/8 (1,5 agnelli) e in G6h 15/8 (1,9 agnelli,
P=0.11 tra G2h e G6h) (Fig. 2).

La percentuale di concentrazione dei parti* & stata in G2h 43% (3/7), in
G4h 86% (7/8) e in G6h 86% (7/8) (Fig. 1). I parti gemellari sul totale
delle pecore partorite sono stati rispettivamente in G2h 3/7 (43%), in
G4h 4/8 (50%) e in G6h 7/8 (86%) (Fig. 1).

* Numero di parti con data riferibile al 1° ciclo ovarico/Numero di parti con
data riferibile ai primi tre cicli ovarici.
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Figura 1 - Fertilita, concentrazione parti e parti gemellari in Gh1,
Gh2 e Gh3.

ovhoOmoONMRO®O
;

OO0~ N

prolificita 1° calore prolificita complessiva
B G2h B G4h BG6h

Figura 2 - Prolificita relativa al primo calore e complessiva.

In conclusione, una riduzione della durata di accesso al pascolo su lo-
glio italico al di sotto di 6 ore/giorno in pecore a meta lattazione puo
manifestare un effetto residuo negativo sulla risposta all’“effetto ma-
schio” accoppiato al flushing con lupino, con riduzione significativa
della prolificita a primo calore e, tendenziale della prolificita totale. Gli
effetti residui sulla fertilita non sono significativi probabilmente per il
ridotto numero di osservazioni.

1 Preliminary study of the residual effect of a rationed
grazing in ewes under male effect and flushing with lupine

Key words: ovarian cycle, fertility, prolificity, nutrition.
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INTRODUZIONE - Coxiella burnetii, agente eziologico della Febbre Q
(EQ.), zoonosi ubiquitaria, & un batterio Gram negativo, intracellulare
obbligato, appartenente all'ordine Legionellales. Per la resistenza e il
grado di infettivita elevati & considerato un potenziale agente di bioter-
rorismo (Dorko et al., 2012). Molto diffuso in natura, puo infettare di-
versi ospiti, tra cui i mammiferi domestici e selvatici (Maurin e Raoult,
1999), inclusi i ruminanti. Tra questi, gli ovi-caprini infetti manifesta-
no disordini riproduttivi con aborti, natimortalita e parti prematuri
(Capuano et al., 2004) e possono diventare un pericoloso serbatoio di
EQ. anche per 'uomo. L'inalazione di batteri aerosolizzati e le polveri
contaminate dai prodotti abortigeni infetti rappresentano le pitt comu-
ni vie di contagio (Angelakis e Raoult, 2010). Per quanto detto, una dia-
gnosi rapida della malattia resta punto fondamentale per ridurre i casi
di EQ. anche nell’'uomo. Da alcuni anni, la Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP), tecnica di amplificazione genomica in condizio-
ni isotermiche, & sempre pitt utilizzata per la diagnosi di numerosi mi-
croorganismi patogeni (Parida et al., 2008) ma lo ¢ ancora scarsamente
per la EQ, (Pan et al., 2013). Scopo di questo lavoro & descrivere un
nuovo saggio LAMP per il rilevamento di C. burnetii (C.b.).
MATERIALI E METODI - Sulla sequenza del gene COM1I, altamente
conservato e presente in singola copia nel genoma di C. burnetii, sono sta-
te disegnate 2 coppie di primers denominate FIP (TCCTTGTT-
TAGCGGCTGCTAAT GAGAACTGCCCATTTTTGGCG), BIP
(TTATGCTTTCCAC GACGCGCTGCTGCGGTTTGAAGGGTGATT),
F3 (AACCT CCGCGTTGTCTTC) e B3 (CCATGTCTTTTTTGAGCTGA
GC), utilizzando il Software Primer Explorer (http://primerexplo-
rer.jp/e/). La miscela di reazione (volume finale, 25 pL) & stata ottimiz-
zata utilizzando 10 pL di Buffer di amplificazione isotermica 1X, 5.2 pL
di acqua “nuclease free”, 2.5 uL di ANTPs (1.5 mM), 1.6 pM di ciascun
primers FIP e BIP, 0.3 pM di ciascun primers F3 e B3, 2.5 pL di DNA
estratto e 1 pL (8 U) di Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase. La reazio-
ne di amplificazione ¢ avvenuta utilizzando un termo blocco a 65°C per
45 min. La specificita del saggio ¢ stata valutata testando 33 differenti
DNA (Tab. 1) forniti dal Centre for Rickettsial Reference and Research
(Marseille, France) e dal Centro di Referenza per I’ Antrace IZSPB (Fog-
gia, Italia) e la sensibilita valutata su diluizioni seriali di DNA di C. bur-
netii (Nine Mile strain) contenenti da 100 ng a 100 fg di DNA. Succes-
sivamente, il metodo ¢ stato testato su 10 cotiledoni/invogli fetali di ru-
minanti domestici scelti tra i positivi a C.burnetii tramite PCR conven-
zionale (Berri et al., 2009), di cui 5 (5/10) positivi anche a Chlamy-
dophila abortus. Un campione di sangue ovino e uno di latte caprino da
animale sano sono stati utilizzati come controlli negativi. I prodotti so-
no stati visualizzati su gel di agarosio e in provetta, previa aggiunta di
propidium iodide, utilizzando una lampada UV.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Tutti i campioni di DNA (33/33)
(100%) utilizzati per il test di specificita del metodo sono risultati ne-
gativi; il limite di sensibilita ¢ stato determinato in 10 pg di DNA di C.
burnetii (Nile Mile strain). La totalita (10/10) (100%) dei campioni di
campo testati € risultata positiva a C.b. Il saggio LAMP da noi svilup-
pato risulta essere dotato di buona specificita e sensibilita; il tempo per
la reazione di amplificazione di 45 minuti lo rende pil rapido rispetto
alla PCR convenzionale che richiede circa 2 ore.

E inoltre possibile eseguirlo anche in laboratori diagnostici non parti-
colarmente attrezzati, in quanto necessita di apparecchiature di comu-
ne reperimento. Oltre al metodo LAMP sviluppato da Pan et al., 2013
che rileva DNA di C.b. nel sangue, il nostro saggio LAMP permette di
individuare DNA di C. burnetii in placente/invogli fetali in ruminanti
domestici infetti e puo considerarsi, pertanto, un ulteriore contributo
alla diagnosi di questa zoonosi.

Tabella 1 - DNA testati per le prove di specificita del saggio

LAMP.

Classificazione Patogeno

Membri Ordine Orientia tsutsugamushi, Rickettsia
Rickettsiales aeschlimannii, R. conorii, R. felis, R. helvetica,

R. monacensis, R. prowazekii, R. siberica,
R. slovaca, R. typhi

Potenziali agenti
di Bioterrorismo

Bacillus anthracis, Brucella abortus, Br. canis,
Br. melitensis, Br. ovis, Burkholderia mallei,
Bu. pseudomallei, Yersinia pestis,

Francisella tularensis

Altri microrganismi
patogeni

Anaplasma phagocytophilum, Babesia ovis,
Bartonella henselae, Ba. quintana, Borrelia
burgdorferi, Br. neotomae, Chlamydophila
abortus, Ch. psittaci, Ehrlichia chaffeensis,
Escherichia coli VTEC, Y. pseudotuberculosis,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus,
Streptococcus equi

M, marcatore;
1: K+ (C.b.) cotiledone capra;
2: K- sangue di ovino;
. 3: Brucella melitensis;
4: Chlamydophila abortus;
5. K+ (C.b.) cotiledone pecora;
6: K+ C. burnetii (Nine Mile strain);
7: K- di reazione.

S VYYvVgevV

Figura 1 - Visualizzazione prodotti LAMP: su gel di agarosio al 2%
(riga superiore) in provetta (riga inferiore).

1 A novel Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP)
for a rapid detection of Coxiella burnetii

Key words: Coxiella burnetii, zoonosis, LAMP, COM1.
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INTRODUZIONE - La capra Nicastrese & una razza caprina autoctona
del territorio di Nicastro (Lamezia Terme, Calabria), erede dell’antica
Neocastrum, di origine bizantina (dal nome greco Neocastron = castel-
lo nuovo, ai piedi del monte Reventino). Attualmente risultano iscritti
al Registro Anagrafico nazionale 4975 capi, mentre il valore della popo-
lazione effettiva (Ne) & stimato in 834 capi. La razza ¢ allevata soprat-
tutto nella provincia di Catanzaro e, per le sue caratteristiche produtti-
ve apprezzate dagli allevatori calabresi (Cosenza et al., 2012), si ¢ diffu-
sa nel corso degli anni anche nelle province limitrofe (De Nardo, 2011).
Nelle pluripare la produzione di latte in 210 gg di lattazione & di circa
260 litri. Per parecchie generazioni ha rappresentato la fonte primaria
di approvvigionamento di latte per uso alimentare, allorquando era po-
co diffusa la produzione e distribuzione del latte bovino. Oggi ¢ alleva-
ta esclusivamente per la produzione di prodotti caseari di solo latte ca-
prino (formaggi monorazza) o misti con latte ovino o bovino (De Nar-
do, 2003). Il formaggio caprino ¢ ottenuto a partire da latte crudo sen-
za aggiunta di colture starter. In breve, il latte crudo (50-60 1) & portato
a 28 °C ed aggiunto di caglio di capretto naturale (0,4-0,5 g/1) quindi la-
sciato coagulare per circa 1 ora. La cagliata ¢ posta in forma e scottata
nel siero a 65 °C circa per 10 minuti, e mantenuta a temperatura am-
biente per due giorni. Successivamente le forme sono immerse in sala-
moia (30% di NaCl) per 24 ore e poste a stagionare a temperatura di 14-
15 °C e umidita dell’80-82% per circa un mese. Lo scopo del presente
lavoro & stato quello di caratterizzare il formaggio Caprino Nicastrese
dal punto di vista chimico-fisico e microbiologico.

MATERIALI E METODI - Campionamento: Campioni di latte cru-
do, cagliata e formaggio a un mese di stagionatura sono stati prelevati
presso due caseifici locali siti in provincia di Catanzaro.

Analisi microbiologiche: I campioni, mantenuti a bassa temperatu-
ra, sono stati trasportati presso il laboratorio di Microbiologia Agroali-
mentare del DiGeSA e immediatamente sottoposti ad analisi microbio-
logiche. Aliquote (10 g) di cagliata e di formaggio sono state sospese in
90 ml di soluzione fisiologica sterile (0,9% NaCl) ed omogeneizzate in
Stomacher Lab-Blender 400 (Steward Medical, London, UK) per circa 5
minuti. Le sospensioni cosi ottenute e i campioni di latte crudo (10 ml)
sono stati sottoposti a diluizioni seriali in soluzione fisiologica sterile e
seminati in piastra su differenti terreni per la conta microbica. I terreni

Tabella 1 - Analisi microbiologiche dei campioni.

impiegati sono stati: MRS agar per la conta dei lattobacilli; M17 agar
per la conta di streptococchi e lattococchi; SAB per la conta lieviti; VRB-
GA a 37 °C e a 44°C per la conta dei coliformi totali e fecali, rispettiva-
mente; EC X-GLUC agar per la conta di Escherichia coli; MSA per la de-
terminazione degli stafilococchi.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - I risultati (espressi come log del-
le unita formanti colonia su ml o su g), riportati nella Tabella 1, hanno
evidenziato una forte eterogeneita della popolazione microbica presen-
te sia nel latte crudo sia nel formaggio. Elevati sono risultati i valori di
ufc/ml per tutti i gruppi microbici ricercati. Per le due caseificazioni si
osservano valori di carica mesofila compresi tra 6,88 e 9,30 log ufc/ml;
valori di batteri lattici compresi tra 7,11 e 9,24 log ufc/ml; di strepto-
cocchi tra 7,48 e 9,11. Simili anche le conte relative ai lieviti. Escherichia
coli e stafilococchi sono stati ritrovati solo nei campioni della seconda
caseificazione. Tali risultati, da considerarsi preliminari, saranno ogget-
to di ulteriori approfondimenti. Una corretta gestione dei parametri
tecnologici che influenzano lo sviluppo microbico garantira in futuro la
sicurezza microbiologica del formaggio Caprino Nicastrese nel rispetto
e nella salvaguardia delle preziose caratteristiche di tipicita.

1 Microbiological characterization of the Nicastrese goat
raw milk cheese. Preliminary results

Key words: traditional cheese, microbiological safety, typical, Nica-
strese.

Bibliografia

Asso.Na.Pa (2013), Banca Dati. Consistenze della razza Nicastrese (Q2) in
provincia di Catanzaro Anno 2013.

Cosenza G., Pauciullo A., Mancusi A., D’Avino A., Colimoro L., Di Bernar-
dino D., Ramunno L. (2012), Identification of single nucleotide poly-
morphisms in the Nicastrese goat and Sardinia sheep mannose-bin-
ding lectin. Biochem Genet. 50(1-2):73-83.

De Nardo F. (2003), La razza caprina Nicastrese. News R.A.R.E. Dicembre,
16-18.

De Nardo E (2011), Razze zootecniche in pericolo di estinzione: capra Ni-
castrese. Vita in Campagna. 12: 53.

Cariche microbiche espresse come log cfu/ml o log cfu/g

Campioni pH

MRS M17 PCA SAB VRBGA E. coli MSA
Latte crudo (L1) 7,00 711 748 7,95 845 0 205 0
Cagliata (C1) 66 9,24 845 6,83 837 572 3,05 0
gg’;‘ggﬁ'(‘l’:f) 8,01 8,07 7,64 7,03 205 0 0
Latte crudo (L2) 68 845 858 8.64 6,46 5,11 395 517

Cagliata (C2) 6,7 9,03 9,11 9,3 9,05 5,21 3,48 5,15
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INTRODUZIONE - La persistenza della lattazione & un carattere di no-
tevole importanza economica nei sistemi di produzione lattiero-casea-
ria. E generalmente definita come I’abilita di mantenere elevati livelli
produttivi dopo il picco di lattazione. Nei sistemi produttivi degli ovini
da latte, principalmente localizzati nei paesi mediterranei e basati sul
pascolamento, la persistenza assume un ulteriore significato. In tali si-
stemi, infatti, la produzione di latte risulta fortemente influenzata dal
ciclo di crescita dell’erba che presenta due picchi produttivi in corri-
spondenza dell’autunno e soprattutto della primavera. Le pecore adul-
te partoriscono in autunno-inverno mentre le primipare alla fine del-
I'inverno-inizio primavera. La mungitura si protrae fino all’inizio del-
Pestate quando a causa della siccita estiva e della riduzione della qualita
dell’erba, la mungitura viene interrotta simultaneamente per tutto il
gregge indipendentemente dal livello produttivo. In questo periodo le
lattazioni delle pecore con parto tardivo, in particolare delle primipare,
mostrano ancora elevati livelli produttivi. Tale sistema di allevamento
rende difficile la stima della persistenza potenziale delle lattazioni men-
tre assume particolare interesse economico labilita di una pecora di re-
cuperare un significativo livello produttivo in corrispondenza della pri-
mavera, quando le condizioni ambientali sono favorevoli alla crescita
dell’erba, in uno stadio di lattazione comunque avanzato. Macciotta et
al. (2006) hanno proposto I'impiego di un’analisi multivariata delle
componenti principali sulle produzioni giornaliere dei bovini da latte
per identificare una misura della persistenza. Lo scopo del nostro stu-
dio era applicare lo stesso approccio per identificare una misura della
persistenza della lattazione adatta alle specifiche condizioni di alleva-
mento degli ovini in ambiente mediterraneo. In particolare, sono state
stimate I'ereditabilita di misure della persistenza e le loro correlazioni
genetiche con la produzione di latte.

MATERIALI E METODI - I dati si riferiscono a 58.675 produzioni di
latte giornaliere (TD) registrate negli anni tra il 2000 e il 2012 con ca-
denza quindicinale alle due mungiture su 2.477 pecore di razza Sarda
trai2 e4 anni di eta partorite tra Novembre e Gennaio. Sono state con-
siderate solo le lattazioni con periodo di mungitura superiore ai 150
giorni (DIM). I caratteri considerati sono stati: la produzione di latte
nell’intera lattazione espressa in equivalente pecora matura (MY); il
rapporto tra la produzione primaverile e invernale (SWR) calcolate uti-
lizzando rispettivamente i TD compresi tra il 1 aprile e il 31 Maggio e
tra la data di inizio della mungitura e il 31 marzo. Inoltre, per tenere
conto del livello produttivo al momento dell’interruzione estiva della
mungitura, la lunghezza della mungitura potenziale (pML) ¢ stata sti-
mata in base alla durata del periodo necessario a raggiungere un livello
di 300 ml con un decremento delle produzioni uguale a quello dell’ul-
tima parte della lattazione effettiva. L'analisi delle componenti princi-
pali (CP) ¢ stata eseguita su produzioni giornaliere a distanze dal parto
definite (da 60 a 150 con intervalli di 15 giorni). Per I’analisi genetica
sono state considerate le CP (CP1 e CP2) che nel loro insieme spiega-
vano oltre il 90% della variabilita originale. I parametri genetici di tut-
te le variabili considerate sono stati stimati con modelli animali con mi-
sure ripetute che includevano gli effetti fissi interazione anno di produ-
zione e mese del parto e interazione anno di produzione, eta e numero
di agnelli e gli effetti casuali genetico additivo e ambiente permanente
animale.

RISULTATI E CONSIDERAZIONI - La media della produzione di lat-
te & stata di 241+49 litri mentre quella di SWR di 0,54+0,21. Tale rap-
porto ¢ condizionato anche dal fatto che la produzione invernale ¢ sta-
ta ottenuta in media in un periodo di 88+19 giorni rispetto ai 60 della

Tabella 1 - Ereditabilita e ripetibilita (in diagonale), correlazioni ge-
netiche (sopra) e fenotipiche (sotto) dei caratteri considerati.

CP1 CP2 MY SWR pML
CP1  0,44; 0,66 0,04 0,99 0,33 0,36
CP2 0,03 0,21; 0,31 0,09 0,92 0,62
MY 0,97 0,04 0,45; 0,67 0,40 0,45
SWR 0,11 0,42 0,16 0,15; 0,23 0,88
pML 0,10 0,17 0,15 0,04 0,08; 0,13

primaverile. La media di pML ¢ stata di 249+48 giorni. CP1 (78,5% del-
la variabilita), ha mostrato una correlazione simile con tutte le produ-
zioni giornaliere a prescindere dallo stadio di lattazione (0.89 in media).
CP2 (11,7% della variabilita) ha mostrato una correlazione negativa
con le produzioni giornaliere della prima parte della lattazione (0.39 in
media), vicino allo zero con quelle centrali e positiva (0.45 in media)
con quelle della parte finale. Quest'andamento suggerisce che tale va-
riabile, cosi come dedotto nei bovini da latte da Macciotta et al. (2006),
possa essere utilizzata come indice di persistenza. In tabella 1 sono ri-
portati i parametri genetici della produzione di latte (MY e CP1) e dei
caratteri di persistenza (CP2, SWR e pML).

CP1 e MY hanno mostrato h* simili. SWR e pML hanno mostrato h? in-
feriori a CP2 e comunque nell'intervallo di valori riportati in letteratu-
ra (Gengler et al., 1996; Kominakis et al. 2002). CP2 ha mostrato una
correlazione elevata e favorevole con SWR e pML. SWR e pML hanno
mostrato correlazioni genetiche moderatamente positive con MY. Al
contrario la correlazione genetica tra CP2 e MY & risultata trascurabile.
Gengler et al. (1996) sostengono che una efficace misura di persistenza
dovrebbe essere indipendente dalla produzione o corretta per 'influen-
za della produzione di latte. In conclusione, la selezione diretta di SWR
e pML ¢ limitata dalle inferiori ereditabilita e dalla non trascurabile cor-
relazione con MY. Viceversa, CP2 ¢ risultata altamente correlata con
SWR, ha mostrato un’ereditabilita superiore a SWR e a pML e una de-
bole correlazione genetica con MY.

Questo studio ha dimostrato che CP2 ¢ un efficiente criterio di selezio-
ne per migliorare negli ovini da latte I’abilita di sfruttare condizioni am-
bientali favorevoli alla produzione di latte in primavera in uno stadio di
lattazione avanzato in ambiente mediterraneo.

1 Heritability of persistency traits and their genetic
correlations with milk yield in dairy sheep of sarda breed

Key words: principal components, genetic parameters, persistency.
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INTRODUZIONE - 1l Mycoplasma agalactiae & ritenuto il principale
agente eziologico responsabile dell’agalassia contagiosa (AC) nei picco-
li ruminanti. Poiché 'AC si diffonde velocemente all’interno di un alle-
vamento, ¢ essenziale una rapida identificazione degli animali infetti e
un loro isolamento. Le procedure standard di laboratorio utilizzate per
identificare il M. agalactiae negli animali infetti sono lunghe e richie-
dono da 1 a 2 settimane di tempo. Il metodo standard prevede la semi-
na dei campioni, provenienti da animali con sospetta AC, in piastre di
agar Hayflick per 7 giorni a 37°C e la successiva identificazione delle ti-
piche colonie ad uovo fritto mediante tecniche biochimiche, sierologi-
che o, sempre pil spesso, tramite PCR (Tola et al., 1996; Subramanian
et al., 1998) o real-time PCR (Oravcova et al., 2009). Tuttavia, I'identi-
ficazione di M. agalactiae mediante PCR non fornisce informazioni sul-
la vitalita e, percio sull’infettivita dei micoplasmi, in quanto il metodo
non permette di discriminare il DNA proveniente dalle cellule morte da
quelle vive. Gli obiettivi di questa ricerca sono stati: 1) sviluppare un
metodo di immunocattura (IMC) utilizzando la combinazione di anti-
corpi policlonali anti-P55 e -P80 (due proteine di membrana di M. aga-
lactiae) prodotti in agnello, 2) valutare la performance del metodo, 3)
utilizzare il metodo IMC-PCR per isolare i micoplasmi vivi da campio-
ni di latte positivizzati, combinando la capacita del'IMC di differenzia-
re i micoplasmi vivi da quelli morti con la specificita e sensibilita della
PCR e 4) isolare i micoplasmi vivi nei campioni di latte ovino prove-
nienti dall’attivita diagnostica ordinaria.

MATERIALI E METODI - In questo lavoro abbiamo inoculato, in due
differenti agnelli, le bande proteiche corrispondenti rispettivamente al-
la P80 e P55 del M. agalactiae.

Legame degli anticorpi anti-P80 e anti-P55 con biglie magnetiche attiva-
te - Sono state utilizzate le biglie DynabeadsMyOne carboxylic acid (In-
vitrogen, Dynal AS, Oslo, Norway). Lattivazione delle biglie & stata ef-
fettuata utilizzando la soluzione idrofobica N-cyclohexyl-N-(2-
morpholinethyl) carbodiimide methyl-p-toluensulfonate (CMC, Sig-
ma, St. Louis, Mo) che migliora la resa e 'orientamento degli anticorpi
immobilizzati. Dopo un’incubazione a 4° C per 30 min con CMG, le bi-
glie sono state lavate con 25 mM 2-(n-morpholino)ethanesulfonic acid
(MES, Sigma) pH 6.0, e messe a contatto con gli anticorpi in modo da
instaurare dei legami tra i gruppi carbossilici attivati delle biglie e i
gruppi amminici degli anticorpi.

Cattura immunomagnetica (IMC) di M. agalactiae risospesi in PBS e lat-
te- A partire da colture di M. agalactiae in fase log. di crescita, sono sta-
te allestite diluizioni seriali decimali in terreno di Hayflick. Un ml di
ciascuna diluizione & stato centrifugato e il pellet risospeso sia in PBS
che in latte. Il numero dei micoplasmi inoculati, stimato in base all’ul-
tima diluizione seriale della coltura con evidente viraggio di colore de-
terminato dalla crescita batterica, € stato espresso in Colony Changing
Units (CCU/ml). I campioni positivizzati sono stati processati median-
te IMC utilizzando 10 pl di biglie rivestite di anticorpi anti-P80 e 10 pl
di particelle magnetiche rivestite di anticorpi anti-P55. Dopo un’incu-
bazione a 37°C per 1 ora in leggera agitazione, i complessi micoplasmi-
particelle magnetiche sono stati separati dalla sospensione, lavati tre
volte con PBS contenente 0.05% Tween 20 (PBST) e risospesi in 100 pl
di TE buffer (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0). A questo punto,
i campioni sono stati incubati a 100 °C per 15 min e centrifugati a 7.500

rpm per 5 min. Cinque pl di supernatante sono stati utilizzati in cia-
scuna reazione di PCR (Tola et al, 1996).

Cattura immunomagnetica (IMC) di M. agalactiae da campioni routina-
ri di latte ovino-In questa ricerca, abbiamo analizzato 516 campioni di
latte ovino raccolti nel periodo 2012-2013, provenienti da 61 alleva-
menti con sospetta agalassia contagiosa. Un’aliquota di 850 ul di cia-
scun campione di latte ¢ stata diluita con 150 pl di PBST e miscelata con
cura con 10 pl di biglie rivestite con anticorpi anti-P80 e 10 pl di biglie
rivestite con anticorpi anti-P55. Dopo un’incubazione di 1 ora a 37°C
in leggera agitazione, i complessi micoplasmi-biglie sono stati processa-
ti come descritto prima. Il metodo colturale & stato utilizzato come test
comparativo: tutti i 516 campioni di latte sono stati seminati in piastre
di agar Hayflick, incubati a 37°C per 5 giorni in camera umida ed os-
servati con il microscopio a luce invertita Axiovert della Zeiss
RISULTATI E CONSIDERAZIONI - Uno degli obiettivi di questa ri-
cerca era sviluppare un metodo di immunocattura per arrivare a dia-
gnosticare la presenza di micoplasmi vivi nel latte clinico. Lefficienza di
cattura ottenuta con il metodo IMC-PCR ¢ risultata di 10-10> CCU/ml
con le colture risopese in PBS e di 10?-10>° CCU/ml con i campioni di
latte positivizzati. CIMC-PCR e stata applicata anche ai campioni di lat-
te provenienti da allevamenti con sospetta agalassia contagiosa. Dei 516
campioni di latte ovino analizzati nel periodo 2012-2013, 473 sono per-
venuti nei nostri laboratori nell’arco di 24-48 ore, mentre 43 dopo 3-10
giorni. Pur applicando 'IMC-PCR a tutti i campioni, dall’analisi finale
abbiamo escluso i 43 cam