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Prefazione

AdriAquaNet (Enhancing Innovation and Sustainability in Adriatic Aquaculture) € un
progetto Interreg Italia-Croazia V-A 2014-2020 che rientra nell’Asse prioritario 1 “Inno-
vazione blu — Migliorare le condizioni di contesto per I'innovazione nei settori rilevanti
della blue economy all’interno dell’area di cooperazione”.

L’obiettivo principale del progetto e rafforzare I'acquacoltura sostenibile nel Mare
Adriatico trasferendo le conoscenze avanzate e le nuove tecnologie direttamente alla
filiera dell’acquacoltura, dalla gestione della produzione in azienda fino al mercato del
prodotto trasformato. Il progetto & concepito per intervenire su tre aspetti principali
della filiera:

1. Miglioramento delle procedure di allevamento attraverso formule e tecniche di ali-
mentazione innovative per migliorare la qualita del pesce, rispettando I'ambiente e
allo stesso tempo implementando la tecnologia per il risparmio energetico.

2. Implementazione di un nuovo approccio alla gestione della salute e del benessere
attraverso la vaccinazione contro alcune malattie batteriche e I'applicazione di pro-
dotti naturali a scopo terapeutico.

3. Sviluppo di linee guida per i consumatori, valutando la salubrita e la qualita del pe-
sce, le proprieta sensoriali e nutrizionali e i benefici per la salute, presentando que-
sti dati anche attraverso una campagna di marketing rivolta ai consumatori della
regione adriatica.

I manuale “Strategie di vaccinazione nelle avannotterie e negli allevamenti ittici ma-
rini” & un documento destinato agli allevatori europei di spigole e orate, ai veterinari
coinvolti nella gestione sanitaria della maricoltura adriatica, ai rappresentanti dell’in-
dustria farmaceutica e a tutte le altre parti interessate che si occupano della gestione
della salute dei pesci. Il documento fornisce informazioni di base sul sistema immunita-
rio di spigola e orata, consentendo ai lettori di comprendere I'importanza dell immuno-
profilassi nell’allevamento ittico e presenta una rassegna delle pil importanti malattie
batteriche dal punto di vista economico che colpiscono le specie menzionate, imple-
mentata da consigli pratici necessari durante |'attuazione della vaccinazione. Le attivita
e le ricerche realizzate nell’lambito del WP4 “R&I per migliorare la salute e la sostenibili-
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ta in acquacoltura”, come la produzione del vaccino e le strategie di vaccinazione, sono
spiegate in questo manuale.

Gli autori, partner di AdriAquaNet, sono tra i massimi esperti nel campo della ge-
stione della salute del pesce allevato in Italia e in Croazia. Essi sono stati supportati
da esperti dell’allevamento ittico, anch’essi partner del progetto. Tutti gli autori sono
riportati in ordine alfabetico:

Chiara Bulfon — Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali,
Unita di Patologia Veterinaria, Universita di Udine.

Igor Cviti¢ — Allevamento ittico Friskina, Spalato.

Marco Galeotti — Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali,

Unita di Patologia Veterinaria, Universita di Udine.

Danijel Mejdandzi¢ — Allevamento ittico Cromaris.

Drazen Orai¢ — Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

Valentina Pacorig — Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali,
Unita di Patologia Veterinaria, Universita di Udine.

Donatella Volpatti  — Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali,
Unita di Patologia Veterinaria, Universita di Udine.

Lea Vrbanci¢ — Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica.

lvana Giovanna — Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica.

SnjeZana Zrnci¢ — Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica.

Un doveroso ringraziamento va all’Azienda Cromaris che, pur non coinvolta come
partner nel progetto AdriAquaNet, ha dato la sua gentile collaborazione nell’ambito
della ricerca.

Snjezana Zrnci¢ e Marco Galeotti
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1. Introduzione

SnjeZana Zrn¢i¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

Marco Galeotti

Universita di Udine, Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali

L'allevamento di spigola (Dicentrarchus labrax) e orata (Sparus aurata) costituisce
un settore produttivo molto importante per I'area adriatica, sia lungo la costa italiana
che croata. Attualmente, le malattie infettive rappresentano un collo di bottiglia nello
sviluppo dell’acquacoltura (Fernandez Sanchez et al. 2021). Sebbene I'ambiente mari-
no favorisca la sopravvivenza dei batteri al di fuori del loro ospite, nel bacino del Medi-
terraneo solo pochi di essi sono in grado di provocare malattie (Pujalte et al. 2003). Tra
i batteri patogeni che causano perdite in spigole e orate allevate, i piu frequenti, dan-
nosi ed economicamente importanti sono Vibrio anguillarum, Photobacterium damse-
lae subsp. piscicida e 'emergente Vibrio harveyi (Mancuso 2014). Inoltre, le infezioni
provocate da Tenacibaculum spp. sono considerate tra le malattie pil importanti della
spigola (Zrnci¢ and Pavlinec, 2020). Tuttavia, un focolaio di malattia infettiva di origine
batterica non & necessariamente causato da un singolo agente patogeno, ma puo de-
rivare da un’interazione sinergica tra diversi ceppi batterici appartenenti a due o piu
taxa.

Un’infezione batterica che causa mortalita e perdite massive potrebbe essere miti-
gata dal trattamento dei pesci con sostanze chimiche e antibiotici (Soliman et al. 2019).
Sebbene I'uso di antibiotici possa avere successo nella riduzione delle perdite, il loro
impiego ripetuto e spesso associato a effetti potenzialmente negativi come la comparsa
di antibiotico-resistenza e la permanenza di residui nell’ambiente marino e nei prodotti
ittici.

Cosi come per altre specie di vertebrati, la vaccinazione € una componente chiave
per allevare pesci sani e in modo sostenibile (Miccoli et al. 2019), ed e stata rico-
nosciuta come metodo profilattico essenziale per la riduzione dell’uso di antibiotici
nel settore dell’acquacoltura (Adams 2019). Infatti, 'aumento dell’incidenza di bat-
teri resistenti agli antibiotici e dei rischi per la sicurezza alimentare potrebbe essere
mitigato da strategie di vaccinazione che risultino economiche ed efficaci nel proteg-
gere la salute dei pesci da vari agenti infettivi, garantendo un’acquacoltura rispettosa
dell’ambiente e prodotti alimentari sicuri (AAC 2018). Questa pratica dovrebbe far
parte di un programma di gestione sanitaria responsabile e dovrebbe essere accura-
tamente pianificata, ma e importante sottolineare che non puo0 essere considerata
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una soluzione rapida ai problemi sanitari di un allevamento ittico. Per ottenere risul-
tati significativi, gli allevatori in collaborazione con esperti e veterinari dovrebbero
definire uno specifico e adeguato programma vaccinale in modo da ottenere risultati
soddisfacenti.

Alla luce del contesto sopra menzionato, il progetto AdriAquaNet e stato finalizzato
al miglioramento della sostenibilita dell’acquacoltura marina adriatica e ha incluso la
vaccinazione come misura promotrice della sostenibilita.

Per promuovere questa misura e facilitare I'uso dei vaccini negli allevamenti di spi-
gole e orate, I'attivita progettuale si e sviluppata seguendo due tematiche:

i. produzione di vaccini autologhi contro Vibrio harveyi e Tenacibaculum maritimum e
verifica della loro efficacia in laboratorio e in campo

i. preparazione e pubblicazione del manuale “Strategie vaccinali per avannotterie e
allevamenti ittici”

La pubblicazione “Strategie vaccinali per avannotterie e allevamenti ittici” & stata
concepita come compendio delle informazioni pil importanti riguardanti il ruolo della
vaccinazione nella gestione delle malattie batteriche nell’acquacoltura marina adriatica
e si compone dei seguenti capitoli:

- Capitolo 2: “Il sistema immunitario della spigola (Dicentrarchus labrax) e dell’o-
rata (Sparus aurata)”, fornisce informazioni di base sul sistema immunitario di
spigola e orata, e spiega quali organi sono deputati alla protezione contro i pa-
togeni, quali sono i meccanismi di difesa e come i pesci traggono beneficio dalla
somministrazione di un vaccino;

- Capitolo 3: “Principali patogeni infettivi nel mare Adriatico”, tratta i patogeni bat-
terici piu impattanti per I'allevamento di spigola e orata, fornendo informazioni
di base sulle specie batteriche, i meccanismi di infezione, le condizioni ecologiche
per lo sviluppo della malattia, gli aspetti clinici della malattia e le misure per la
gestione della malattia;

- Capitolo 4: “Vaccinazione e strategie vaccinali” informa i lettori sui diversi vaccini
disponibili in commercio per spigola e orata, insegnando come preparare il piano
di vaccinazione e come eseguire la vaccinazione in avannotteria e la rivaccina-
zione dei pesci prima del trasferimento in gabbia, sia per immersione che per
iniezione.

La speranza & che questo compendio possa aiutare i veterinari specialisti, gli al-
levatori e i consulenti a definire un approccio vaccinale efficiente, e a selezionare il
vaccino ottimale, al fine di prevenire con successo la diffusione delle malattie batteri-
che negli allevamenti ittici localizzati nell’area adriatica. Tale risultato contribuira alla
sostenibilita dell’acquacoltura nel Mar Adriatico, alla salute dei consumatori e alla
tutela dell’ambiente.
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2. Il sistema immunitario della spigola
(Dicentrarchus labrax) e dell’orata (Sparus aurata)

Marco Galeotti e Donatella Volpatti

Universita di Udine, Dipartimento di Scienze AgroAlimentari, Ambientali e Animali

2.1. Introduzione

La spigola (Dicentrarchus labrax) e |'orata (Sparus aurata) sono le specie ittiche di
acqua marina piu importanti in ambito mediterraneo (https://feap.info/wp-content/
uploads/2022/03/production-report). La loro rilevanza commerciale ha stimolato I'in-
teresse dei ricercatori verso aspetti riguardanti la risposta immunitaria e la protezione
dalle malattie. Per entrambe le specie sono stati pubblicati dati relativi al genoma (Tine
et al. 2014; Pauletto et al. 2018) e sono disponibili alcuni anticorpi per la marcatura di
immunoglobuline e popolazioni leucocitarie (Tab. 1).

Consultando la letteratura scientifica (banche dati SCOPUS e WQOS) emerge che I'o-
rata e stata prevalentemente oggetto di indagini immunologiche da parte di ricercatori
spagnoli, mentre la spigola é stata prevalentemente studiata da ricercatori italiani per
guanto riguarda gli aspettiimmunitari. Il livello di conoscenza raggiunto su morfologia e
funzione del sistema immunitario in queste due specie € ormai molto alto e certamente
paragonabile a quello relativo a specie di acqua dolce ancora piu rilevanti, per motivi
economici (salmonidi/ciprinidi) o sperimentali (zebrafish). In questo capitolo sono stati
sintetizzati, in modo aggiornato, i principali aspetti morfo-funzionali che riguardano la
risposta immunitaria delle due specie ittiche oggetto di trattazione.

Tabella 1. Anticorpi anti immunoglobuline/leucociti per le specie orata e spigola, utilizzabili a
scopo diagnostico e di ricerca.

Specie target Orata Spigola
e |gM (DLIg3 mAb e pAb)
* 1gM o , « 1gT pAb
https://aquaticdiagnostics.com/ « 1D pAb
Anticorpi per * leT Ref. Prof. Scapigliati - Universita

immunoglobuline | https://ximbio.com/reagent/153529/
anti-igt-z55f8¢3
https://bocascientific.com/

della Tuscia
e [gM mAb
https://aquaticdiagnostics.com/
e G7 — specifico per granulociti acidofili | ® Timociti (DTL15 mAb)
Anticorpi per ¢ Macrophage colony-stimulating e Linfociti T CD3 pAb
leucociti factor receptor Ref. Prof. Scapigliati- Universita
Ref. Prof. Mulero- Universita di Murcia| della Tuscia
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2.2. Gli organi e le cellule del sistema immunitario

Come tutti i vertebrati, i pesci possiedono una risposta immunitaria umorale e cel-
lulare, sia innata sia adattativa, con alcune differenze rispetto ai mammiferi, soprat-
tutto in termini di efficienza della risposta stessa. In linea generale, possiamo dire
che i pesci contano soprattutto sui meccanismi di immunita innata (non specifica) per
contrastare gli agenti infettivi. Gli organi principali del sistema linfo-emopoietico sono
il timo, il rene anteriore e la milza (Bjgrgen and Koppang 2021). |l timo € un organo
pari, localizzato nella camera branchiale, ed & principalmente responsabile della pro-
duzione dei linfociti T. Il rene anteriore, posto in zona cefalica al di sotto della colonna
vertebrale, puo essere funzionalmente assimilato al midollo osseo dei mammiferi, ed
€ popolato da forme immature e mature di cellule fagocitarie (monociti e granulociti)
con attitudine alla presentazione dell’antigene, linfociti, melano-macrofagi. In questa
sede ha luogo la sintesi degli anticorpi (IgM). La milza & un organo linfoide secondario
ed é posto nella cavita celomatica. Essa contiene linfociti e macrofagi, coinvolti nella
“cattura” degli antigeni. Gli antigeni processati a livello di tale organo sono considerati
promotori dello sviluppo della memoria immunologica. In base a studi di ontogenesi
condotti negli anni '90 é stato evidenziato che nelle larve di orata e spigola la com-
parsa degli organi linfatici e gia completa 25-30 giorni dopo la schiusa (Josefsson and
Tatner 1993; Quesada et al. 1994; Abelli et al. 1996; Galeotti and Beraldo, osservazioni
personali).

Nei pesci viene attribuita molta importanza anche agli organi responsabili di immu-
nita mucosale. Essi costituiscono una barriera fisica che separa il pesce dall’ambiente
esterno e vengono considerati quali siti immunologicamente attivi nella protezione
contro i patogeni. | tessuti linfoidi associati alle mucose vengono complessivamen-
te definiti con I'acronimo MALT. Piu in dettaglio, si fa riferimento al tessuto linfoide
associato all’intestino (GALT), alla cute (SALT), alle branchie (GIALT), alla naso-farin-
ge (NALT) (Gomez et al. 2013; Salinas 2015). Anche questi organi sono popolati da
linfociti T e B, granulociti, monociti-macrofagi, cellule granulari eosinofiliche (EGCs),
distribuiti tuttavia in modo meno organizzato rispetto a quanto osservato negli or-
gani linfatici non mucosali. L'immunita associata alle mucose attualmente e oggetto
di numerosi studi anche in orata e spigola, perché e la prima ad essere coinvolta nei
processi difensivi, e la sua attivita viene modulata e “allenata” dal continuo contatto
con il microbiota (batteri naturalmente associati alle mucose) (Panteli et al. 2020;
Picchietti et al. 2021).
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2.2.1. Morfologia dei leucociti

Di seguito viene riportata una tavola illustrante la morfologia delle principali popo-
lazioni leucocitarie del sangue periferico in spigola e orata (Fig.1).

: l' > A -
i1".1 . . | :’.
i % o g
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Figura 1. Strisci ematici colorati con Giemsa. Spigola: linfocita (a), monocita (b), granulocita
neutrofilo (c). Orata: monocita e linfocita (d), granulocita neutrofilo (e), granulocita acidofilo (f).

2.3. Principali meccanismi di risposta immunitaria aspecifica

2.3.1. Complemento

Il complemento & un sistema costituito da piu di 35 proteine che ricoprono un ruolo
fondamentale nell'immunita innata e sono responsabili del riconoscimento delle parti-
celle microbiche e della loro conseguente fagocitosi o lisi cellulare. Il sistema del com-
plemento puo essere attivato attraverso tre vie: la via classica (CCP, via anticorpo-dipen-
dente), la via alternativa (ACP, via anticorpo indipendente) e la via delle lectine (LCP). |
teleostei possiedono un efficiente sistema del complemento (Boshra and Sunyer 2006)
che é stato pero caratterizzato in un numero limitato di specie ittiche, fra le quali I'orata
(Sunyer et al. 1997). Una delle proprieta piu interessanti del complemento dei pesci te-
leostei & stata riscontrata in alcune sue specifiche componenti (C3 e fattore B), presenti
in isoforme multiple (forme simili che differiscono per piccole differenze strutturali)
codificate da geni differenti, in grado di ampliare notevolmente lo spettro dei patogeni
riconosciuti (Zarkardis et al. 2013). Diverse isoforme di C3 sono state identificate sia
nella spigola che nell’orata (Mauri et al. 2011).
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2.3.2. Peptidi antimicrobici e lisozima

| peptidi antimicrobici (AMPs) sono molecole di piccole dimensioni (12-50 aminoa-
cidi) e costituiscono una parte importante del sistema di difesa innato dei pesci, agen-
do con funzioni antimicrobiche e immunomodulanti. Nel corso degli ultimi venti anni
I’espressione genica e la presenza di queste molecole, cosi come il loro ruolo biologi-
co, sono stati studiati da vari ricercatori anche in spigola e orata (Cuesta et al. 2008;
Terova et al. 2009; Barroso et al. 2020, 2021; Valero et al. 2020; Cervera et al. 2022). |
peptidi ad oggi segnalati in queste specie ittiche sono circa una decina e appartengono
ai seguenti gruppi: beta-defensine, NK-lisine, piscidine, epcidina, H1-H4 istoni, dicen-
tracina (specifico della spigola). Essi sono sintetizzati in varie sedi organiche (mucose,
fegato, organi linfatici), e anche nel citoplasma di cellule infiammatorie circolanti qua-
li monociti-macrofagi, granulociti acidofili e cellule granulari eosinofiliche (EGCs). La
loro espressione e sintesi viene opportunamente modulata nel corso dell’'ontogenesi o
quando il pesce risulta esposto ad infezioni virali, batteriche e parassitarie. Una impor-
tante azione antibatterica aspecifica viene svolta nei pesci anche dal lisozima. Si tratta
di una molecola enzimatica ad azione litica, particolarmente attiva nei confronti dei
germi Gram positivi, sintetizzata dalle cellule epatiche e dai macrofagi (Saurabh and
Sahoo 2008; Li et al. 2021). Numerosi studi condotti in spigola e orata hanno valutato
I'attivita del lisozima in matrici biologiche quali siero e muco, al fine di quantificare I'ef-
ficienza di questo parametro di immunita innata umorale in soggetti sottoposti a diete
sperimentali, trattamenti di vaccinazione/immunostimolazione, o in corso di malattia
(Buonocore et al. 2014; Carbone et al. 2016).

2.3.3. Fagocitosi e “burst” respiratorio

In orata e spigola la fagocitosi € il principale meccanismo di immunita cellulo-mediata,
finalizzato alla internalizzazione e inattivazione di microrganismi, detriti cellulari o altro
materiale estraneo (Esteban 1997). E un processo di immunita aspecifica, ma pud even-
tualmente essere favorito dall’intervento di anticorpi opsonizzanti specifici per il patoge-
no. La membrana dei fagociti presenta recettori per molecole espresse a loro volta sulla
superficie delle cellule target. L’uccisione dei microorganismi fagocitati avviene grazie al
rilascio di enzimi, di prodotti reattivi dell’ossigeno (ROS) e dell’azoto (NO). In particolare
il rilascio dei ROS viene definito “burst” respiratorio e puo essere quantificato in labora-
torio quale parametro di efficienza dell'immunita aspecifica (Galeotti et al. 2013).

2.3.4. Citochine

Una fondamentale classe di molecole coinvolte nel sistema immunitario e quella
delle citochine, che svolgono un ruolo centrale nei sistemi di difesa sia innato sia acqui-
sito e nella regolazione della risposta inflammatoria. Gli studi condotti, specialmente
sui Teleostei, hanno confermato la presenza nei pesci di omologhi funzionali delle ci-
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tochine di mammifero (Secombes et al. 1996; Buchmann 2014). Numerosi studi sono
stati dedicati alla caratterizzazione di queste molecole e al loro ruolo durante la rispo-
sta inflammatoria, in svariate condizioni sia in orata sia nella spigola (Scapigliati et al.
2001; Castellana et al. 2013; Roman et al. 2013; Cordero et al. 2016; Reyes-Lopez et al.
2018; Miccoli et al. 2021).

2.4. Principali meccanismi di risposta immunitaria specifica

2.4.1. Linfociti T e B—immunoglobuline

| principali protagonisti del sistema immunitario specifico dei pesci sono i linfociti
(T e B) e le immunoglobuline (Ig). | pesci sono i primi vertebrati, nella scala evolutiva,
a possedere questi componenti, che risultano un punto di passaggio sostanziale tra
immunita innata e adattativa. In termini cronologici questo fenomeno e avvenuto circa
450 milioni di anni fa (Tort 2003; Bohem et al. 2012; Sunyer 2013; Flajnik et al. 2018).

Molte indagini scientifiche hanno evidenziato che il sistema immunitario adattativo
dei pesci risulta meno efficiente rispetto a quello dei mammiferi. Nei teleostei, rispetto
ai mammiferi, non si verifica lo “switch isotipico” degli anticorpi dalla classe IgM alla
classe IgG, e non sono presenti linfonodi e follicoli linfatici con centri germinativi.

L'ontogenesi dei linfociti & stata studiata nella spigola da Dos Santos et al. (2000)
e da Rombout et al. (2005), dimostrando che le cellule T nei principali organi linfatici
appaiono dai 28 ai 45 giorni dopo la schiusa, mentre le cellule B appaiono a partire da
dai 45 ai 90 giorni dopo la schiusa. Livelli di linfociti T e B assimilabili a quelli dell’adulto
vengono raggiunti verso i 137-145 giorni dalla schiusa, suggerendo che la spigola € im-
munologicamente “matura” a partire da questo stadio.

Per quanta riguarda il trasferimento di anticorpi materni (IgM) alle uova e all’em-
brione, esso e stato dimostrato in orata e spigola grazie ai lavori di Breuil et al. (1997),
Picchietti et al. (2004), Hanif et al. (2005). Sulla base di tali osservazioni e possibile pro-
porre piani di vaccinazione dei riproduttori di queste specie ittiche al fine di trasferire
protezione contro i patogeni, mediata da anticorpi specifici, anche alla progenie. In ora-
ta e spigola la classe anticorpale piu significativa & quella delle IgM, molecole tetrameri-
che costituite da 4 unita monomeriche legate tra loro da catene J. Esse rappresentano
gli anticorpi piu abbondanti nel siero, mentre la loro concentrazione nel muco cutaneo
e intestinale & molto bassa. Sono secrete principalmente dalle plasmacellule del rene
anteriore. Dopo la vaccinazione si osserva un aumento sostanziale del titolo di IgM nel
siero, processo che risulta temperatura dipendente. Recentemente in orata e spigola
sono stati individuati anche anticorpi della classe IgT (Piazzon et al. 2016; Buonocore
et al. 2017), similmente a quanto gia osservato in trota iridea e zebrafish. Le IgD sono
state identificate solamente in spigola. Le IgT, vista la localizzazione delle plasmacellule
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secernenti (cute/intestino/branchie), sono considerate parte dell'immunita mucosale,
con un ruolo simile alle IgA dei mammiferi. In generale le funzioni degli anticorpi dei
pesci sono assimilabili a quelle proprie dei mammiferi.

2.4.2. Molecole MHC (Complesso Maggiore di Istocompatibilita) e altri
immuno-recettori

Le molecole MHC di classe | e Il sono proteine espresse sulla membrana cellulare,
in grado di presentare peptidi antigenici (Wegner 2008) ai linfociti T ed innescare una
risposta immunitaria difensiva. La loro struttura e assimilabile a quella dei mammiferi
e comprende due sub-unita a e f (Buoncore et al. 2007). | geni che codificano tali pro-
teine, gia identificati in piu di trenta specie di teleostei (Dixon et al. 2001; Buoncore
et al. 2007), sono dotati di un notevole polimorfismo, su cui si basa la variabilita della
resistenza individuale alle malattie. Come per altri teleostei, sia nella spigola (Buonoco-
re et al. 2007; Pinto et al. 2013; Ratcliffe et al. 2022) sia nell’orata (Cuesta et al. 2006;
Randelli et al. 2008) i geni che codificano le molecole di MHC di classe | e Il sono stati
individuati e le proteine da questi espresse sono state parzialmente caratterizzate.

Nella spigola sono stati identificati anche i recettori toll-like TLR1, TLR2 e TLR9 (Nu-
nez Ortiz et al. 2014), mentre nell’orata sono stati riconosciuti TLR2, TLR5 e TLR22 (Mu-
noz et al. 2014; Chen et al. 2020).
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3. Principali agenti infettivi patogeni
del Mar Adriatico

SnjeZana Zrn¢i¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

Recenti pubblicazioni inerenti alla sorveglianza sanitaria nel bacino del Mediterra-
neo hanno dimostrato che le infezioni batteriche sono prevalentemente riscontrate
(75,0%) nell’allevamento della spigola, mentre le infezioni parassitarie vengono segna-
late pit frequentemente nell’allevamento dell’orata (57,0%) (Muniesa et al. 2020). Se-
condo gli stessi documenti, la vibriosi causata da Vibrio sp. & la malattia batterica piu
frequentemente segnalata nella spigola durante le fasi di ingrasso, seguita da tenaci-
baculosi causata da Tenacibaculum maritimum e fotobatteriosi causata da Photobacte-
rium damseale subsp. piscicida. Tuttavia, la vibriosi & stata segnalata in tutte le fasi
della filiera, mentre la tenacibaculosi e la fotobatteriosi sembrano essere pil problema-
tiche durante le fasi di ingrasso. Inoltre, la spigola risulta maggiormente suscettibile alle
sopracitate malattie batteriche rispetto all’orata (Rigos et al. 2021).

Attualmente non sono disponibili report specifici relativi alla prevalenza di malattie
batteriche nel mare Adriatico, ma i due manoscritti citati includono dati ottenuti da
allevamenti siti in questa area, che dimostrano come la situazione sia molto simile o
addirittura identica a quella appena descritta.

Affinché i pesci allevati vengano mantenuti in buone condizioni di salute, tutte le
figure coinvolte nella gestione sanitaria di spigole e orate dovrebbero disporre di infor-
mazioni di base riguardo alle principali malattie batteriche riscontrabili in allevamento;
quindi viene di seguito presentata una revisione in merito alle malattie batteriche so-
pracitate.
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3.1. Vibriosi causata da Vibrio anguillarum

Drazen Oraié¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

3.1.1. Agente eziologico

La vibriosi causata da Vibrio anguillarum colpisce diverse specie di pesci e molluschi
di acqua marina e salmastra ed e stata descritta per la prima volta nel 1718 in Italia
come “peste rossa”, a seguito del rilevamento di significative mortalita in anguille (Au-
stin and Austin 2007). Attualmente, la malattia e diffusa in tutto il mondo e sono state
riportate numerose segnalazioni in piu di 50 specie ittiche marine e d’acqua dolce (To-
ranzo et al. 2004).

L'agente patogeno responsabile di questa malattia chiamata “pestis rubra anguil-
larum” o “erysipelosis anguillarum” & stato inizialmente denominato Bacillus anguilla-
rum. Piu tardi, la stessa malattia e stata osservata in anguille del Mar Baltico e I'agente
patogeno isolato e stato chiamato Vibrio anguillarum. Grazie allo sviluppo di strumenti
molecolari specifici e sulla base di dati di sequenziamento, MacDonell e Colwell (1985)
hanno riclassificato il patogeno come Listonella anguillarum ed esso & stato ufficial-
mente escluso dalla famiglia delle Vibrionaceae. Specificatamente, solo tre specie bat-
teriche sono state incluse nel genere Listonella — L. anguillarum, Listonella damselae
e Listonella pelagius — fino a quando non sono state riclassificate nel genere Vibrio
(Dikow 2011; Thompson et al. 2011). Oggi, la classificazione accettata di V. anguillarum
sembra essere Vibrio (Listonella) anguillarum (Hickey and Lee 2018).
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Figura 2. Vibrio anguillarum a forma di virgola Figura 3. Tipiche colonie gialle di V.
fissati su vetrino e colorati con Giemsa anguillarum su TCBS agar
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V. anguillarum & un batterio a bastoncino Gram-negativo, a forma di virgola, di larghez-
za compresa tra0,3 e 0,5 um e lungo da 1,0 a 3,5 um (Fig. 2), alofilo, non sporigeno, anae-
robico facoltativo con flagelli polari inguainati monotrichi singoli (Actis et al. 1999). Cresce
su terreni solidi contenenti dall’1,5 al 2% di NaCl a 15-30°C e produce colonie cremose gial-
le a forma rotonda su terreno vibrio-selettivo tiosolfato citrato bile saccarosio agar (TCBS)
(Fig. 3), inducendo la fermentazione del saccarosio. Finora, sono stati identificati 23 diversi
sierotipi di V. anguillarum (01-023), ma solo i sierotipi O1, 02 e, in misura minore, O3
hanno mostrato patogenicita per le specie ittiche, mentre gli altri sierotipi comunemente
isolati da campioni ambientali sono risultati non patogeni (Pedersen et al. 1999).

3.1.2. Infezione e fattori ambientali

La via di infezione di V. anguillarum &, ancora oggi, oggetto di dibattito. | batteri ven-
gono ingeriti dai pesci attraverso cibo o acqua contaminati, sopravvivono al basso pH
gastrico, entrano nell’intestino dove aderiscono all’epitelio intestinale e proliferano;
infine, penetrano nel circolo sanguigno causando setticemia (Grisez et al. 1996). Un’al-
tra via di ingresso e rappresentata dalla cute lesa o uno strato di muco danneggiato. La
diffusione dei batteri & orizzontale da pesce infetto a pesce sano, ma anche attraver-
so mangimi, acqua o attrezzature contaminati. V. anguillarum & un abitante naturale
dell’ambiente marino, pertanto potrebbe sopravvivere nei sedimenti fino a 50 mesi.

La malattia si manifesta comunemente quando le temperature sono elevate. Fattori
predisponenti all'insorgenza di focolai di malattia sono anche una scarsa saturazione
di ossigeno in acqua, scarso ricambio idrico, stress dovuto ad aumento o diminuzione
della temperatura dell’acqua, alta densita di popolazione, manipolazione, ecc. (Le Bre-
ton 1996; Frans et al. 2011). La presenza di metalli pesanti, in particolare rame e ferro,
contribuisce all’esacerbazione della malattia; in particolare, I'elevata concentrazione
e l'esposizione prolungata al rame aumentano la suscettibilita dei pesci alla vibriosi
(Austin and Austin 1993). Nel mare Adriatico lo sviluppo della vibriosi dipende dalla
stagione, in quanto e stato ampiamente documentato che le forme acute e subacute
si manifestano prevalentemente durante la primavera e I'lautunno mentre le forme
croniche si verificano soprattutto durante I'inverno.

3.1.3. Aspetti clinici della malattia

La forma acuta colpisce generalmente i giovani pesci, spesso senza alcun sintomo
e con una mortalita che puo raggiungere 1'80% (Frerichs and Roberts 1989). La forma
acuta e subacuta della malattia & solitamente caratterizzata da letargia, anoressia e
scurimento della cute come primi sintomi (Fig. 4), seguiti da eritema intorno alla bocca,
alla base delle pinne, lesioni edematose della cute, ulcerazioni, lesioni ed emorragie
sulla testa, opercolo, branchie anemiche ed emorragiche (Fig. 5). All’'esame necroscopi-
co, sono presenti emorragie a livello epatico nella parte posteriore dell’intestino e, piu
raramente, allo stomaco (Fig. 6). La forma cronica e caratterizzata da estese erosioni
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cutanee di forma circolare, circondate da emorragie, che spesso progrediscono in ulce-
razione (Fig. 7), grave anemia delle branchie e opacita corneale (Haenen et al. 2014).

Figura 4. Aumento della pigmentazione Figura 5. Emorragie estese all’area buccale,
della cute e nuoto separato dagli altri  intorno agli opercoli, alla base delle pinne e in

pesci presenti in vasca sono i primi tutta la regione ventrale fino alla zona anale, in
sintomi della vibriosi causata da V. spigola affetta da vibriosi subacuta causata da V.
anguillarum anguillarum

Figura 6. Emorragie comunemente visibili a Figura 7. Spigola affetta da forma cronica
livello del fegato, dello stomaco e dell’intestino  di vibriosi: sono visibili un’area di erosione
in spigola affetta da forma acuta d vibrios cutanea, circondata da lievi emorragie in
causata da V. anguillarum basso a sinistra e un’area di ulcerazione

cutanea piul in alto a destra

3.1.4. Gestione della malattia

Sono stati sviluppati diversi vaccini commerciali per proteggere i pesci dalla vibriosi,
costituiti principalmente da entrambi i sierotipi di V. anguillarum O1 e 02 inattivati
(Haenen et al. 2014). La loro efficacia dipende dalla via di somministrazione: i) la som-
ministrazione intraperitoneale ¢ la pil efficace ma richiede tempo, il coinvolgimento di
molti operatori e induce la formazione di granulomi, infiammazioni e pigmentazioni;
ii) la procedura di immersione & spesso preferita, nonostante la durata dell'immunita
indotta sia piu breve; iii) la vaccinazione orale e la meno efficace a causa della degrada-
zione del vaccino durante il suo passaggio attraverso il tratto intestinale.

Metodi efficaci per prevenire la diffusione della vibriosi negli allevamenti ittici do-
vrebbero includere I'applicazione delle buone pratiche (good aquaculture practice
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— GAP), I'attuazione di misure igieniche e di biosicurezza, evitare lo stress durante la
manipolazione dei pesci e I'immunostimolazione. A questo proposito, alcune misu-
re profilattiche alternative come l'inclusione nella dieta di isolati batterici probiotici,
alghe, prebiotici, estratti di lievito (Rodrigues-Estrada et al. 2008) o altri immunosti-
molanti come i prodotti naturali marini (MNPs) stanno dando risultati promettenti in
guanto stimolano la risposta immunitaria dei pesci nei confronti di V. anguillarum e
conseguentemente la loro resistenza alle infezioni (risultati di ricerca UNIUD nell’ambi-
to del progetto AdriAquaNet).

In alcuni casi, I'applicazione di sostanze antimicrobiche € inevitabile e il trattamento
con flumechina, sulfonamidi potenziati e ossitetraciclina inclusi nel mangime risulta
efficace nel ridurre le perdite di pesce negli impianti di maricoltura. Tuttavia, risulta
fondamentale effettuare una diagnosi tempestiva e, possibilmente, un antibiogramma
sul ceppo batterico isolato al fine di testare la suscettibilita agli antibiotici prima di ini-
ziare la terapia (Haenen et al. 2014).
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3.2. Vibriosi causata da Vibrio harveyi

Ivana Giovanna Zupicié¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

3.2.1. Agente eziologico

Il clade del batterio Vibrio harveyi raggruppa undici batteri patogeni strettamen-
te correlati tra loro e molto importanti per gli animali acquatici: V. harveyi, V. algi-
nolyticus, V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. rotiferianus, V. mytili, V. natriegens, V.
azureus, V. sagamiensis, V. owensii e V. jasicida che presentano un’elevata omologia
sia genotipica che fenotipica (Urbanczyk et al. 2013). Tutte le specie batteriche citate
vengono comunemente riscontrate nelle acque e nei sedimenti marini e degli estuari
(Hernandez et al. 2004).

V. harveyi & stato descritto inizialmente come una delle cause di mortalita massi-
va negli incubatoi di gamberi e, successivamente é stato anche isolato durante alcuni
focolai di malattia in diverse specie di pesci allevati nella regione subtropicale, come
ad esempio cernia, barramundi, pesci piatti e pompano. Inoltre, viene considerato il
patogeno piu impattante nell’acquacoltura marina cinese (Karunasagar et al. 1994;
Lavilla-Pitogo et al. 1998; Qin et al. 2006; Tendencia 2002; Pakingking et al. 2018). Negli
ultimi dieci anni, V. harveyi sta causando sempre pil spesso ingenti perdite nell’acqua-
coltura mediterranea e adriatica durante i mesi estivi (Zupicic et al. 2019).
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Figure 8. Tipiche colonie di Vibrio harveyi Figure 9. V. harveyi su vetrino colorato con

colorazione di Gram

Si tratta di un batterio Gram-negativo (Fig. 8-9), alofilo, aerobio o anaerobio facolta-
tivo con esigenze di coltura simili a quelle di V. anguillarum. E una specie opportunistica
e ceppi non patogeni vengono spesso trovati nella normale flora dell’ospite o nell’am-
biente, sebbene siano stati isolati anche ceppi altamente patogeni (Pretto 2018). Nel
bacino del Mediterraneo sono stati identificati diversi sierotipi ma tre sono predomi-
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nanti; tra questi, un nuovo sierotipo “emergente” molto patogeno & stato isolato in
Spagna e nel mare Adriatico. Tuttavia, alcuni degli isolati di V. harveyi non appartengo-
no a nessuno di questi tre sierotipi (Amaro et al. 2020).

3.2.2. Infezione e fattori ambientali

| principali fattori di virulenza di V. harveyi sono il flagello, che ne consente la mo-
bilita, gli enzimi litici, la formazione della capsula, i siderofori che intervengono nel
sequestro del ferro, la presenza di antigeni di superficie idrofobi e I'abilita di aderi-
re e infettare le cellule epiteliali dell’ospite (Wang and Leung 2000; Ruwandeepika et
al. 2012). La produzione di biofilm da parte di questa specie batterica rappresenta un
meccanismo di antibiotico-resistenza e la sua capacita di estrarre ferro dalle cellule
dell’ospite e cruciale per la sua sopravvivenza. Inoltre, la comunicazione intracellulare
tra i batteri all'interno delle cellule dell’ospite consente loro di agire in gruppo e questo
meccanismo risulta fondamentale per la loro virulenza (Themptander 2005).

La patogenesi e basata sulla chemiotassi, che consente al patogeno di penetrare nei
tessuti dell’ospite, attivare il meccanismo di sequestro del ferro e produrre tossine ex-
tracellulari, inducendo i sintomi clinici nei pesci. L'infezione implica diffusione tramite
il circolo sanguigno e colonizzazione dei diversi organi, provocando setticemia e morte
dei pesci (Thompson et al. 2004). La malattia ha una trasmissione orizzontale, da pesce
malato a pesce sano.

E stato provato che la salinita e la temperatura dell’acqua marina sono di cruciale
importanza per la patogenicita di V. harveyi. Nella regione adriatica, la vibriosi causata
da V. harveyi si verifica solitamente durante i mesi estivi, quando le temperature sono
piu alte.

3.2.3. Aspetti clinici della malattia

| primi sintomi di malattia sono rappresentati da letargia e perdita di appetito, se-
guiti da depigmentazione, erosione della cute, emorragie alla base delle pinne, ne-
crosi ed ulcerazioni, branchie pallide e sanguinamenti dell’epitelio branchiale (Fig. 10,
12). Negli stadi pit avanzati, & possibile notare sintomi nervosi causati da congestione
encefalica, nuoto scoordinato, cheratiti, opacita della cornea ed esoftalmo. A causa
di evidenze cliniche simili a quelle provocate dal virus della necrosi nervosa (VNN), e
necessario procedere con una diagnosi differenziale che escluda la presenza di questo
patogeno.

All’esame necroscopico, sono evidenti emorragie e presenza di essudato o ascite;
inoltre, sono visibili congestione focale del fegato ed emorragie petecchiali, enteriti
sierose o catarrali, necrosi intestinale e lume intestinale pieno di essudato da bianco a
giallo (Fig. 11) (Zhang and Austin 2000).
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Figura 10. Erosioni a livello della cute della Figura 11. Congestione del fegato ed enterite

testa ed emorragie su corpo e base delle siero-catarrale in spigole affette da vibriosi
pinne in spigole affette da vibriosi causata da  causata da V. harveyi
V. harveyi

Figura 12. Segni clinici provocati da infezione i/p con V. harveyi in spigola

3.2.4. Gestione della malattia

Non sono attualmente disponibili vaccini efficaci per prevenire questa malattia; tut-
tavia, alcuni articoli scientifici hanno riportato promettenti risultati di prove sperimen-
tali effettuate con diverse tipologie di vaccini.

Per questo motivo, le uniche strategie attuabili per prevenire la diffusione della vi-
briosi causata da V. harveyi in allevamento sono 'applicazione delle GAP e il trattamen-
to dei pesci con antimicrobici. A questo proposito, la maggior parte degli isolati croati si
sono dimostrati suscettibili a ossitetraciclina, flumechina, florfenicolo e cotrimossazolo.

Risultati incoraggianti sono stati ottenuti anche in esperimenti di terapia fagica, che
hanno dimostrato I'efficacia di batteriofagi litici su Artemia infettata con V. harveyi (Mi-
sol et al. 2020).
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3.3. Fotobatteriosi causata da Photobacterium damselae
subsp. piscicida

Marco Galeotti, Chiara Bulfon e Valentina Pacorig

Universita di Udine, Dipartimento di Scienze AgroAlimentari,

Ambientali e Animali

3.3.1. Agente eziologico

La fotobatteriosi causata da Photobacterium damselae subsp. piscicida, preceden-
temente chiamata pasteurellosi ittica o pseudotubercolosi, € una malattia setticemica
che e stata segnalata per la prima volta nel 1953 negli USA e poi si e diffusa rapidamen-
te in Giappone e in Europa, dove é stata riscontrata a partire dagli anni Novanta in
diversi Paesi del bacino del Mediterraneo. Attualmente, viene ancora considerata tra le
piu importanti malattie batteriche della maricoltura, avendo una distribuzione mondia-
le e colpendo un elevato numero di specie ittiche sia allevate che selvatiche di acqua
salata e salmastra (sopravvive in acqua dolce per circa 48 h e in acqua salmastra per 3-5
giorni), con significativi tassi di mortalita e conseguenti perdite economiche negli im-
pianti di acquacoltura marina. Le specie ittiche piu colpite sono la seriola (Seriola quin-
queradiata) in Giappone, il pagro comune (Pagrus pagrus), il pagro maggiore (Pagrus
major), la spigola (Dicentrarchus labrax), I'ombrina boccadoro (Argyrosomus regius), la
sogliola (Solea spp.), il persico spigola (Morone saxatilis), la perca (Morone americana)
e un ibrido di persico spigola e spigola americana (Morone saxatilis x Morone chrysops)
negli USA, I'orata e la spigola in molti Paesi europei tra i quali Francia, Italia, Croazia,
Malta, Spagna, Portogallo, Grecia, in Israele e Turchia (Andreoni and Magnani 2014).
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Figura 13. Photobacterium damselae subsp. Figura 14. Tipiche colonie bianche traslucide

piscicida fissato su vetrino e colorato con di Photobacterium damselae subsp. piscicida

colorazione di Gram isolate da spigola. Le colonie crescono su
terreno trypticase soy agar (TSA) o agar sangue
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P. damselae subsp. piscicida (Phdp) € un batterio Gram negativo, alofilo, asporige-
no, anaerobico facoltativo, membro della famiglia Vibrionaceae (Fig. 13, 14). E stato
isolato per la prima volta nella perca (Morone americanus) e nel persico spigola (Mo-
rone saxatilis) da Sniezsko (1964), successivamente ¢ stato classificato da Janssen and
Surgalla (1968) e definitivamente identificato da Gauthier et al. (1995).

3.3.2. Infezione, patogenesi e fattori ambientali

Le infezioni sostenute da P. damselae subsp. piscicida si sviluppano mediante tra-
smissione orizzontale dei batteri da pesce infetto a pesce sano oppure attraverso acqua,
alimento o attrezzature contaminati (Andreoni and Magnani 2014). La penetrazione dei
batteri nell’ospite avviene attraverso la cute, le branchie e I'intestino. | batteri aderisco-
no alle cellule epiteliali cutanee, branchiali o intestinali grazie alla loro robusta capsula
lipopolisaccaridica, che ne facilita I'adesione come osservato nell’intestino dell’orata
(Galeotti et al. 1995, 1996; Magarifos et al. 1996a, 1996b; Romalde 2002).

Il periodo diincubazione della malattia puo durare da 48 ore a 4 giorni, a seguito del qua-
le si sviluppa una forte setticemia che porta i batteri a diffondersi in tutti i distretti ematici e
a raggiungere diversi organi, tra cui fegato, milza, rene e cuore. Nella milza, i batteri vengo-
no rapidamente fagocitati da macrofagi e neutrofili ma rimangono vitali al loro interno per
almeno 7 giorni grazie alla capsula lipopolisaccaridica, che non consente alle cellule di attua-
re il killing. Spesso i macrofagi veicolano al loro interno i batteri nel sangue e in altri organi,
proteggendoli dalle difese immunitarie specifiche e non-specifiche dell’ospite e da agenti
antimicrobici esogeni, inclusi gli antibiotici, mediante un meccanismo Trojan horse-like (Ga-
leotti et al. 1995, 1996; Romalde 2002; Barnes and Ellis 2004; Jung et al. 2008; Acosta et
al. 2009). Inoltre, nei pesci malati sono stati osservati emboli batterici, resistenti all’azione
microbicida delle componenti immunitarie contenute nel siero, che vengono veicolati dal
sangue insieme ai macrofagi carichi di batteri e raggiungono la circolazione branchiale, dove
possono bloccarsi alla base dei capillari delle lamelle primarie e provocare lesioni ische-
miche gravi e fatti necrotici. Quest’ultimo meccanismo di patogenesi viene considerato la
causa principale di morte per asfissia nei pesci infettati da Phdp (Galeotti et al. 1995, 1996).

Altre azioni patogene di Phdp sono la capacita di sequestrare ferro all’ospite me-
diante siderofori ad alta affinita o acquisendolo da emina ed emoglobina (Magarifios et
al. 1994a; Jung et al. 2007) e la secrezione di prodotti extracellulari (ECPs) con attivita
emolitica, proteolitica, citotossica e fosfolipasica, che sono responsabili del danno alle
cellule infette e del conseguente rilascio dei batteri e colonizzazione delle cellule adia-
centi (Bakopoulos et al. 2002, 2004). In particolare, sembra importante la secrezione
di una esotossina codificata da plasmide (AIP56) che attiva I'apoptosi di macrofagi e
neutrofili (Do Vale et al. 2005). Recentemente, & stato dimostrato che Phdp induce
una sovraregolazione di geni con funzioni soppressive, determinando una depressione
dell'immunita dell’ospite (Pellizzari et al. 2013).
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La malattia, tendenzialmente, compare quando la temperatura dell’acqua e elevata
(sopra i 23 C°), la salinita si trova tra 20 %o e 30 %o, la concentrazione di ossigeno &
bassa e la qualita dell’acqua e scarsa. Fattori predisponenti che maggiormente possono
favorire la diffusione della malattia sono la densita eccessiva dei pesci nelle vasche/
gabbie di allevamento, la comparsa di stress ambientale (aumento o diminuzione im-
provvisi della temperatura dell’acqua, manipolazione eccessiva), o alterati parametri
fisico-chimici dell’acqua (temperatura, salinita e saturazione di ossigeno alterate, eu-
trofizzazione, presenza di sostanze inquinanti) (Miccoli et al. 2019).

E stata anche dimostrata una diversa suscettibilita dei pesci alla malattia, in funzio-
ne dell’eta. Infatti, larve e giovanili sono pil suscettibili alle infezioni causate da Phdp
rispetto ai soggetti adulti di taglia superiore ai 50 gr e mostrano mortalita fino al 90—
100% durante le infezioni acute. Cio € dovuto alla maggiore funzionalita di macrofagi e
neutrofili nei pesci adulti, che quindi possono piu efficacemente fagocitare e uccidere i
batteri (Romalde 2002; Andreoni and Magnani 2014).

3.3.3. Aspetti clinici ed anatomopatologici della malattia

La malattia si presenta comunemente in forma iperacuta e acuta negli stadi larvali e
nei giovanili. | pesci si presentano iper-pigmentati, letargici, con squilibri natatori e nuo-
toin superficie, diminuzione dell’alimentazione e aumento della frequenza respiratoria.
Con I'avanzare della malattia si osservano anoressia, letargia, aumento della pigmenta-
zione della cute e talvolta erosioni cutanee. Le branchie diventano pallide, con presenza
di ipersecrezione e aree necrotiche. Compaiono aree con lieve congestione vasale e
fatti erosivi a livello cutaneo, soprattutto a carico dell’attaccatura delle pinne, sul muso
o in vicinanza dell’ano. | pesci morti vengono trovati sul fondo delle vasche, con scarse

Figura 15. Giovanile di spigola affetto da fotobatteriosi
acuta causata da Phdp: in cavita addominale sono visibili
lievi emorragie diffuse, splenomegalia, piccole lesioni
biancastre puntiformi

Figura 16. Splenomegalia a maggior ingrandimento in giovanile di spigola affetto da
fotobatteriosi acuta causata da Phdp: visibili piccole lesioni biancastre puntiformi causate da
focolai necrotici
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lesioni. All’'apertura della cavita addominale, sono evidenti lievi emorragie diffuse e la
milza appare splenomegalica, disseminata di piccole aree biancastre, tendenzialmen-
te circolari, non rilevate, che costituisco focolai necrotici (Fig. 15, 16). Il rene appare
chiaro (Fig. 15). A livello istologico, la milza si presenta cosparsa di numerose colonie
batteriche circondate da macrofagi ripieni di batteri (Fig. 17, 18), che appaiono forte-
mente positivi all'immunoistochimica (IHC) con anticorpo specifico (Fig. 19, 20). Attor-
no alle colonie batteriche e ai macrofagi, risulta solitamente evidente la presenza di
abbondante tessuto necrotico acidofilo (Fig. 18) (Galeotti et al. 1995, 1996; Essam et
al. 2016).

Figura 17. Quadro istologico della milza in Figura 18. Particolare della Fig. 17: sono
giovanile di spigola affetto da fotobatteriosi visibili colonie batteriche e macrofagi,
acuta causata da Phdp: presenza di focolai circondati da abbondante tessuto necrotico
necrotici con evidente stato di reattivita e acidofilo. E&E

presenza di numerose colonie batteriche. E&E

= 4 - e S

Figura 19. Photobacterium damselae subsp. Figura 20. Presenza di emboli batterici e

piscicida marcati con anticorpo specifico nel macrofagi carichi di batteri marcati con
fegato di spigola. IHC anticorpo specifico all’interno dei capillari

delle lamelle primarie delle branchie. IHC

La forma cronica della malattia si osserva tendenzialmente in soggetti adulti, come
esito di precedenti infezioni acute superate. Le uniche lesioni vengono osservate a livel-
lo della milza, che si presenta aumentata di volume e cosparsa da formazioni nodulari
biancastre puntiformi di grandezza variabile da un grano di miglio ad alcuni millimetri,
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talvolta confluenti, spesso debordanti sulla superficie (Fig. 21), che comportano alte-
razione dell’architettura dell’organo (Fig. 22). A livello istologico, € possibile osservare
che queste lesioni evolvono da semplici focolai necrotici a veri granulomi, caratterizzati
da un centro necrotico dove non si rinvengono batteri (negativita all'l[HC con anticorpo
specifico), circondato da macrofagi, cellule epitelioidi e reazione fibroconnettivale. Tali
granulomi ricordano nell’aspetto i tipici noduli che si osservano nella milza di pesci con
micobatteriosi ittica e questo € il motivo per cui la fotobatteriosi e stata chiamata per
anni pseudotubercolosi (Galeotti et al. 1995, 1996).

T ——
- Oism

20 mm
Figura 21. Milza in adulto di spigola affetto Figura 22. Preparato istologico riferito alla
da fotobatteriosi cronica: la milza si Fig. 21: si osservano granulomi formati
presenta aumentata di volume e cosparsa da un centro necrotico circondato da
di formazioni nodulari, biancastre della macrofagi, cellule epiteliodi e reazione
grandezza da un grano di miglio ad alcuni fibroconnettivale. Van Gieson Weigert
millimetri, talvolta confluenti, spesso trichrome

debordanti sulla superficie

3.3.4. Gestione della malattia

La vaccinazione & la misura profilattica d’elezione per il controllo delle malattie in-
fettive nei pesci e numerose ricerche sono state dedicate allo sviluppo di vaccini efficaci
nei confronti di Phdp per I'utilizzo in diverse specie ittiche allevate (Miccoli et al. 2019,
2021). Le formulazioni convenzionali costituite da cellule batteriche inattivate al calore
o con formalina (bacterin) hanno dimostrato un’efficacia variabile in spigola e orata
se somministrate per immersione o mediante iniezione intraperitoneale (IP) o per via
orale (batteri contenuti in microincapsulato in calcio o microsfere di alginato rivestite
di chitosano), in forma monovalente o bivalente (costituiti da bacterin di Phdp e V. algi-
nolyticus o V. anguillarum) (Magarifios et al. 1994b, 1999; Morifiigo et al. 2002; Paolini
et al. 2005; Madonia et al. 2017). L'impiego di vaccini costituiti da bacterin sembra otti-
male per la vaccinazione di larve a 90 giorni post schiusa, avannotti e giovanili ma anche
dei riproduttori, in quanto consentirebbe di trasferire un certo grado di immunita alle
larve come evidenziato in orata (Hanif et al. 2004). Vaccini costituiti da batteri attenuati
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o ECPs somministrati per immersione si sono dimostrati piu protettivi, in quanto indu-
cono |'attivazione di una pil intensa risposta anticorpale (IgM) a livello della mucosa
branchiale e intestinale, come dimostrato in spigola (Dos Santos et al. 2001). Similmen-
te, la somministrazione per immersione di miscele costituite da cellule inattivate ed
ECPs ha indotto un buon livello di protezione nella spigola, stimolando la sintesi di IgM
specifiche (Bakopoulos et al. 2003). Dall’altro lato, I'uso di adiuvanti & stato dimostrato
essere utile nel potenziare I'efficacia delle formulazioni contro Phdp poiché stimolano
una maggiore sintesi di anticorpi specifici rispetto ai vaccini non adiuvantati (Miccoli et
al. 2021). Approcci basati sulle recenti tecniche biomolecolari e di ricombinazione del
DNA sono stati utilizzati in misura molto limitata per lo sviluppo di vaccini batterici per
i pesci ed al momento non sono ancora disponibili formulazioni efficaci contro la foto-
batteriosi (Micoli et al. 2019, 2021).

Oltre alla vaccinazione, I'attuazione di misure igienico-sanitarie e di biosicurezza
adeguate negli allevamenti ittici, la riduzione delle cause di stress (riduzione della
manipolazione) e I'immunostimolazione mediante la somministrazione di probiotici
o alghe con la dieta sono risultate efficaci nella prevenzione della malattia (Couso et
al. 2003; Peixoto et al. 2019; Abdala-Diaz et al. 2021; Gutiérrez Falcon et al. 2021).
Inoltre, la selezione di stock di pesci geneticamente resistenti alla fotobatteriosi costi-
tuisce una potenziale strategia da perseguire al fine di ridurre la probabilita di insor-
genza di questa malattia negli allevamenti ed evitare perdite economiche (Miccoli et
al. 2019).

Quando la profilassi non viene applicata adeguatamente, una diagnosi precoce e
essenziale per controllare i focolai di fotobatteriosi e I'applicazione di antimicrobici e
inevitabile. Il trattamento tempestivo dei pesci infetti con sulfa-trimethoprim e flume-
quina risulta generalmente efficace per limitare la diffusione del patogeno. L'impiego di
altri antibiotici quali tetracicline, sulfonamide, ampicillina, cloramfenicolo, florfenicolo
ed eritromicina ha dimostrato una media/debole efficacia e sono stati documentati
geni codificanti per fattori di resistenza in diversi ceppi di Phdp (Andreoni and Magnani
2014; Essam et al. 2016). Recentemente, & stata evidenziata I'attivita antibatterica di
estratti ottenuti da piante medicinali nei confronti di Phdp (Bulfon et al. 2014) e I'uso
di altre sostanze naturali come prodotti naturali marini (MNPs) o peptidi antimicrobici
(AMPs) & attualmente in fase di sperimentazione nell’ambito del progetto AdriAquaNet
e costituisce una futuribile possibile alternativa agli antibiotici convenzionali.
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3.4. Tenacibaculosi causata da Tenacibaculum maritimum

SnjeZana Zrn¢i¢ e Lea Vrbanci¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

3.4.1. Agente eziologico

Tenacibaculum maritimum é I'agente eziologico di una malattia ulcerosa nota come
tenacibaculosi. La malattia colpisce numerose specie ittiche marine in tutto il mondo
(Toranzo et al. 2015), causando alti tassi di mortalita e aumentata suscettibilita ad altre
infezioni nei pesci allevati, nonché enormi costi per il loro trattamento con un conse-
guente significativo impatto economico sulla maricoltura (Avendano-Herera et al. 2006).

La malattia & stata segnalata per la prima volta in Giappone nel 1977 come causa
di una massiccia mortalita in Pagrus major e Acanthopagrus schlegeli in un’avannotte-
ria (Wakabayashi et al. 1986). Il batterio, isolato dai pesci infetti, & stato inizialmente
identificato come Flexibacter maritimus, precedentemente noto come Cytophaga ma-
rina. Successivamente, ne sono state analizzate le caratteristiche fenotipiche, chemio-
tassonomiche e filogenetiche utilizzando sia le sequenze 16S rRNA che GyrB, quindi il
batterio & stato riclassificato nel nuovo genere Tenacibaculum e il patogeno e stato
denominato Tenacibaculum maritimum (Suzuki et al. 2001).
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Figura 23. T. maritimum fissato su vetrino e Figura 24. Formazione di biofilm sulle

colorato con colorazione di Gram pareti dei recipienti usati per la coltura di T.
maritimum

T. maritimum & un batterio filamentoso Gram-negativo, lungo 2-30 um e con un
diametro di 0,5 um (Fig. 23), che mostra una motilita di scorrimento su superfici bagna-
te (Fig. 24) (Wakabayashi et al. 1986). Le colonie sono piatte, di colore giallo pallido,
con margini irregolari e aderiscono fortemente al terreno per Flexibacter maritimum
(FMM), mentre le cellule batteriche non contengono un pigmento di tipo flexirubina
associato alla parete cellulare (Avendano-Herera et al. 2004).

Strategie vaccinali in avannotterie e allevamenti ittici marini 37



3.4.2. Infezione e fattori ambientali

La forte aderenza al muco cutaneo e la capacita di resistere alla sua attivita batteri-
cida sono indicati come possibili fattori di virulenza di T. maritimum (Margarinos et al.
1995). Inoltre, gli ECPs rilasciati da questo batterio possiedono un’attivita proteolitica
molto intensa, che ne aumenta la patogenicita. | focolai di malattia sono influenzati da
una molteplicita di fattori ecologici come lo stress e I'immunosoppressione dei pesci,
la variazione della salinita dell’acqua, la luce UV, la mancanza di substrato sabbioso
nella vasca, I'elevata densita e la scarsa alimentazione dei pesci. La gravita e la preva-
lenza della malattia sembrano dipendere da una temperatura dell’acqua elevata (sopra
i 15°C), una salinita compresa tra 30 e 35%o e una bassa qualita dell’acqua (Avenda-
no-Herera et al. 2006). Non é stata documentata alcuna specificita dell’ospite, mentre
e stato ipotizzato che i pesci selvatici possano fungere da serbatoi di infezione poiché
alcuni studi hanno dimostrato il coinvolgimento di meduse e pidocchi di mare come
vettori di T. maritimum (Ferguson et al. 2010). Inoltre, la presenza cronica del batterio
nello strato di muco suggerisce che questo possa rappresentare un serbatoio di infezi-
one (Avendano-Herrera et al. 2005).

3.4.3. Aspetti clinici della malattia

T. maritimum & un patogeno opportunista che causa primariamente lesioni cutanee
estese e abrasioni branchiali e successivamente infezioni sistemiche. | pesci infetti mo-
strano perdita di appetito, diventano letargici e presentano lesioni cutanee intorno agli
occhi e sulla testa (Fig. 25-29). Le lesioni sono caratterizzate da una maggiore produzio-
ne di muco e dalla presenza di tessuto necrotico biancastro (Smage et al. 2016). | pesci
con infezioni branchiali presentano un aumento della frequenza respiratoria con aree
giallastre o marroni visibili sulle branchie pallide e vaste aree di grave necrosi (Mitchell
and Rodger 2011). Pesci di tutte le eta possono essere infettati da 7. maritimum, ma i
pesci piu giovani soffrono di una forma piu grave della malattia (Tobar 2015). Sulla base
degli aspetti clinici sopra descritti, la malattia € anche conosciuta come “pinne sfilaccia-
te e marciume della coda”, “necrosi delle branchie e degli occhi”, “malattia batterica
planante del pesce di mare” e “sindrome della bocca erosa” (Toranzo et al. 2005).

Figura 25. Tipiche lesioni sulla Figura 26. Tipiche lesioni su mascelle, opercoli e corpo di
testa di spigola affetta da spigola affetta da tenacibaculosi
tenacibaculosi
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Figura 27. Tappeto giallo sulle  Figura 28. Pinne sfilacciate Figura 29. Marciume della
branchie pallide di spigola in spigola affetta da coda in spigola affetta da
affetta da tenacibaculosi tenacibaculosi tenacibaculosi

3.4.4. Gestione della malattia

Un unico vaccino commerciale contro T. maritimum é stato sviluppato per la vac-
cinazione per via intraperitoneale del rombo chiodato (Scophthalmus maximus) in
Spagna; questo prodotto garantisce una percentuale relativa di sopravvivenza (RPS)
soddisfacente dopo tre mesi dalla vaccinazione e protegge fino a 6 mesi (Romalde et
al. 2005). Le prove sperimentali di vaccinazione con vaccini autologhi hanno mostrato
risultati promettenti nell’ambito del progetto AdriAquaNet. Attualmente, la strategia di
vaccinazione utilizzata nella gestione della tenacibaculosi in Cile si basa su un priming
intraperitoneale e un successivo richiamo orale per prolungare la durata dell'immunita
e prevenire una reazione infiammatoria causata dall’iniezione del vaccino.

Tuttavia, gli episodi di malattia negli allevamenti ittici dovrebbero essere prevenu-
ti implementando le GAP; ad esempio, controllandoa densita dei pesci, riducendo le
condizioni di stress, evitando la sovralimentazione dei pesci e i danni alla pelle dovuti
alla manipolazione. In alcuni casi, il trattamento antimicrobico dei pesci € inevitabile,
ma dovrebbe essere effettuato un antibiogramma per testare in vitro la suscettibilita
dei batteri isolati agli antibiotici. Uno studio su isolati di T. maritimum di diverse aree
geografiche ha mostrato un pattern simile di suscettibilita alla tetraciclina, alle sulfona-
midi potenziate e ai fluorochinoloni mentre una resistenza a kanamicina, neomicina e
chinoloni.
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4. Vaccinazione e strategie vaccinali

SnjeZana Zrn¢i¢ e Drazen Orai¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

4.1. Introduzione

La vaccinazione & una delle componenti chiave per una produzione sostenibile di
pesci sani (Miccoli et al. 2019) ed e stata riconosciuta una misura profilattica essenziale
per la riduzione dell’uso di antibiotici in acquacoltura (Adams 2019).

Dal punto di vista economico, la vaccinazione ¢ il metodo migliore per aumentare
il tasso di sopravvivenza dei pesci e la redditivita dell’acquacoltura, in combinazione
con altri fattori necessari per il raggiungimento delle migliori performance zootecniche,
come la produzione di giovanili di alta qualita, una nutrizione adeguata, buone pratiche
di allevamento e una corretta gestione sanitaria (McLoughlin 2016). La vaccinazione
consente di limitare la diffusione delle malattie infettive, risparmiando sui costi, ridu-
cendo la necessita di antibiotici e altri farmaci ed evitando di conseguenza i problemi
dovuti all’antibiotico-resistenza e la preoccupazione per la permanenza di residui peri-
colosi nell’lambiente e dei prodotti destinati al consumatore (Adams 2019).

La vaccinazione mira a indurre un’immunita a lungo termine nei confronti di uno o
pil patogeni, dal momento che stimola le risposte immunitarie specifiche dei pesci ed
induce protezione verso una o piu malattie batteriche. Un buon vaccino dovrebbe sod-
disfare i seguenti requisiti: i) dovrebbe essere sicuro e non tossico, ii) dovrebbe essere
economicamente conveniente, iii) dovrebbe garantire una protezione a lungo termine,
iv) dovrebbe proteggere i pesci nello stadio di sviluppo in cui sono piu suscettibili alla
malattia, v) dovrebbe essere somministrato ai pesci mediante una via di somministra-
zione adeguata allo sviluppo del pesce e alla tipologia di vaccino.

4.1.1. Tipi di vaccini

Di seguito viene riportata una breve rassegna delle diverse tipologie di vaccino di-

sponibili per i pesci (Ma et al. 2019):

1) vaccini inattivati a cellule intere: sono vaccini preparati con agenti patogeni inatti-
vati utilizzando diversi metodi (es. calore, formalina) e possono essere integrati con
adiuvanti;

2) vaccini attenuati: sono vaccini modificati contenenti batteri vivi che possiedono gia
una ridotta virulenza naturale verso le specie ittiche di destinazione, oppure la cui
virulenza puo essere attenuata mediante procedure fisiche o chimiche, coltura in
condizioni anomale, o mediante manipolazione genetica;
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3) vaccini a subunita proteica: sono vaccini contenenti la sola componente antigenica
del/dei patogeno/i e non si possono replicare nell’ospite, quindi non vi & il rischio di
patogenicita per I'ospite o per specie non bersaglio (Hansson et al. 2000);

4) vaccini ricombinanti: sono prodotti attraverso la tecnologia del DNA ricombinante,
cioe una porzione di DNA codificante per uno specifico antigene viene espressa in
cellule batteriche o di mammifero, che vengono quindiindotte a produrre I'antigene
che viene poi purificato e utilizzato per 'immunizzazione (Lorenzen 1999);

5) vaccini ad acidi nucleici (DNA o RNA): sono composti da DNA o RNA che codifica
per I'antigene o gli antigeni di interesse; sono relativamente semplici da produrre e
sicuri da somministrare poiché non possono provocare una condizione patologica
nell’ospite (Ulmer et al. 2012);

6) vaccini sintetici: sono composti principalmente o interamente da peptidi, carboidra-
ti 0 antigeni sintetici (Adams 2019).

Attualmente, la maggior parte dei vaccini disponibili in commercio per i pesci sono
preparati con agenti patogeni interi che sono stati inattivati utilizzando il calore o la
formaldeide. Nel caso dei batteri, cio significa che le preparazioni contengono cellule
batteriche e i loro prodotti extracellulari che fanno parte del meccanismo infettivo.
| batteri vengono coltivati in terreno di coltura idoneo e successivamente disattivati.
Questi vaccini possono essere o non essere adiuvantati: ad esempio, i vaccini sommini-
strabili per via intraperitoneale sono, per lo pil, adiuvati (Ribeiro 2010).

Gli adiuvanti sono agenti farmacologici o immunologici in grado di modificare I'ef-
fetto di altri agenti, come farmaci o vaccini. Quando viene somministrato insieme a
un vaccino, I'adiuvante induce una piu efficace stimolazione del sistema immunitario
dell’individuo che é stato sottoposto alla vaccinazione e incrementa la sua risposta al
vaccino. Sali di alluminio, virosomi e alcuni oli sono alcune delle sostanze comunemen-
te usate come adiuvanti nei pesci.

Inoltre, i vaccini possono essere monovalenti o polivalenti. | vaccini monovalenti
sono in grado di proteggere i pesci da un solo microrganismo mentre i vaccini poliva-
lenti consentono di immunizzare contro due o pit microrganismi diversi. In generale,
sembra che i vaccini monovalenti inducano nei pesci lo sviluppo di una risposta immu-
nitaria piu intensa.

4.1.2. Somministrazione del vaccino

Tre diversi metodi di somministrazione di un vaccino possono essere utilizzati nei
pesci:
1) vaccinazione per iniezione intraperitoneale o intramuscolare: questo metodo di vac-
cinazione e dispendioso in termini di tempo e lavoro, richiede attrezzature aggiunti-
ve e operatori formati, il tempo impiegato per vaccinare un lotto di pesci € maggiore
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rispetto a quello che sarebbe necessario con una vaccinazione per immersione; i pe-
sci vaccinati devono essere di taglia adeguata ed e necessaria che siano anestetizzati
per poter effettuare I'iniezione; tuttavia, la durata dell'immunita indotta & piu lunga
rispetto all'immunita ottenuta dopo una vaccinazione per immersione;

2) vaccinazione per immersione: & il metodo adatto per vaccinare avannotti e pesci di
piccole dimensioni: e implica I'immersione del lotto di pesci in una miscela conte-
nente il vaccino diluito in acqua di allevamento per un tempo stabilito; il vantaggio
€ che un gran numero di pesci puo essere vaccinato contemporaneamente e non
sono richieste particolari attrezzature rispetto a quelle normalmente utilizzate in
azienda; le quantita di vaccino necessarie per vaccinare un lotto di pesci sono mag-
giori di quelle che sono necessarie nel caso di una vaccinazione per iniezione e I'im-
munita indotta ha una durata piu breve;

3) vaccinazione orale: consiste nella somministrazione del vaccino mediante il man-
gime ed é il metodo di vaccinazione piu semplice, non dannoso per i pesci e non
richiede alcuna strumentazione o formazione specifica degli operatori; i principali
ostacoli sono che la vaccinazione orale non provoca un’immunita forte e duratura,
€ necessario somministrare una dose di antigene maggiore rispetto a quella neces-
saria per la vaccinazione per iniezione o immersione al fine di ottenere un’immunita
efficace nei pesci; la scarsa risposta immunitaria € dovuta al basso pH e all’alta at-
tivita enzimatica presente nell’intestino anteriore, che provocano la degradazione
delle componenti del vaccino; la microincapsulazione dei batteri o degli antigeni é
risultata utile per proteggerli dal danneggiamento, tuttavia la risposta immunitaria
nei pesci vaccinati in questo modo non risulta cosi efficiente come quella derivante
dalla somministrazione del vaccino per iniezione.

Gli effetti ottimali dei vaccini non dipendono solo dalla scelta del vaccino e dalla sua
somministrazione, ma anche dalla specie ittica da vaccinare, dallo stato di salute dei pe-
sci, dal ciclo di produzione, dal tipo di malattie che si desidera controllare, dal periodo
in cui queste malattie si manifestano, dalla tecnologia di allevamento, dalle condizioni
ambientali (temperatura, salinita), dagli eventuali fattori di stress, dal tipo di alimenta-
zione dei pesci e dalla valutazione di costi-benefici.

Sarebbe opportuno cercare di sviluppare, tra gli allevatori, la consapevolezza che la
vaccinazione e uno strumento efficace per prevenire focolai di malattie infettive (quelle
contro cui i vaccini sono stati sviluppati), ma non puo essere altrettanto efficiente se
effettuata durante un focolaio di malattia gia presente in allevamento.
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4.2. Vaccini disponibili in commercio

Tabella 2. Vaccini commerciali per I'uso nell’allevamento di spigola e orata.

Registrazione
Nome del Ditta . Modalita di & o
. A . . D N =
prodotto produttrice ntigene somministrazione | 0> g 8 =
S| =
s PHARMAQ V. anguillarum Immersione . . .
AlphaDip Vib ZOETIS inattivato rapida 1:20 ) sl Spne
Alphalect PHARMAQ P ‘Zaﬁgggfgﬁgs, Iniezione 0.1mL| si | no| si
2000 ZOETIs | damselae subsp. '
piscicida inattivati
Alphaject PHARMAQ P ‘Zac;:gelfllclll:gtrgsl Iniezione 0.05 Si Si Si
micro 2000 ZOETIs || damselae subsp. mL
piscicida inattivati
Alphalect PHARMAQ VNN inattivato- Iniezione 0.05 g lala
micro Noda ZOETIS genotipo RGNNV mL
. LABORATORIS VNN . . \ N
Icthiovac VNN HIPRA inattivato Iniezione 0.1mL| si S ]
. LABORATORIS V. anguillarum Bagno 10s 1:10 . .
Ichtiovac VR HIPRA inattivato Bagnolh | 100 | MO |
. V.anguillarum,
Ichtiovac VR/ | LABORATORIS P. damselae subsp. Iniezione 0.1mL| si si si

PD HIPRA piscicida inattivati

Ichtiovac PD LABORATORIS |P. damselae subsp. Bagno 10s 1:10 g g g
HIPRA piscicida inattivato Bagno 1 h 1:500

BENCHMARK VNN inattivato

MARIMARK ANIMAL HEALTH| genotipo RGNNV Iniezione 0.1mL| si no | no
VIBRIFISH V. anguillarum . ) .

VAX FATRO inattivato Immersione 1:10 no | si no
VIBRIFISH V. anguillarum . .

VAX FATRO inattivato Iniezione 0.1mL| no | si | no
AQUAVAC MSD ANIMAL V. anguillarum . . .
VIBRIO HEALTH attvato Immersione 1:10 | no | si si
IMMERSION
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1. Ministry of agriculture. Veterinary and Food Safety Directorate. 2022. http://veterinarstvo.hr/default.aspx?id=140.
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4.3. La vaccinazione in avannotteria
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E noto che i pesci marini non sono in grado di produrre anticorpi fino a diverse set-
timane dopo la schiusa; tuttavia, essi sono dotati di meccanismi di protezione contro
gli agenti patogeni derivanti dall'immunita innata (Galindo-Villegas and Mulero 2014).

Nelle avannotterie di spigola e orata, la prima vaccinazione viene solitamente effet-
tuata quando i pesci raggiungono un peso di 1 g o poco pil. A pesci di queste dimen-
sioni, i vaccini vengono solitamente somministrati per bagno e la protezione non dura
piu di 4-6 mesi a causa dello sviluppo incompleto del sistema immunitario. Per questo
motivo, la rivaccinazione dei pesci & necessaria una volta che hanno raggiunto una ta-
glia maggiore e prima del loro trasferimento in gabbia; in questo caso, comunemente il
vaccino viene somministrato mediante iniezione intraperitoneale.

In questo capitolo, vengono descritti i passaggi necessari per eseguire con successo
la vaccinazione di branzini e orate in avannotteria. Una delle principali informazioni da
tenere a mente e che solo i pesci sani svilupperanno un’‘immunita efficace in seguito
alla vaccinazione.

Piano vaccinale e tempistiche

In linea generale, per le principali malattie batteriche del comparto marino, in base
al raggiungimento di un buon livello di maturita del sistema immunitario e alle esigenze
delle avannotterie i tempi e le modalita di somministrazione del vaccino prevendono le
seguenti possibilita.

La prima vaccinazione in orata e spigola viene solitamente effettuata quando i pesci
pesano tra 1 e 5 grammi, con una preferenza per 1/1,5 grammi, mediante immersione
rapida (DIP).

Il richiamo vaccinale per immersione puo essere eseguito scegliendo due tempisti-
che diverse:

a) dopo circa 4 settimane dalla prima vaccinazione, quando i pesci possono aver rag-
giunto la taglia di 2 — 2,5 grammi; con questa modalita i costi di vaccinazione sono
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pil bassi in quanto la taglia del pesce & ancora contenuta,tuttavia il richiamo puo
richiedere I'attuazione di un secondo richiamo vaccinale per via IP, quando il pe-
sce ha raggiunto i 15 grammi, per garantire una copertura vaccinale per circa un
anno;

b) dopo circa 10 settimane, quando il pesce raggiunge circa i 5 — 6 grammi; in questo
caso il costo della vaccinazione aumenta per la maggior taglia dei pesci, ma la coper-
tura vaccinale puo essere di pit lunga durata.

Il richiamo vaccinale puo essere fatto anche tramite iniezione intraperitoneale. La
pratica garantisce una ottima immunizzazione, ma i costi aumentano in quanto deve
essere contemplato il costo della manodopera legato alla squadra dei vaccinatori. Que-
sta modalita di richiamo puo essere usata come terza vaccinazione in soggetti di circa
45 / 60 grammi, che hanno gia avuto un primo richiamo per immersione a 2/2,5 gr. Op-
pure costituire I'unico richiamo da fare su pesci allevati in gabbia, una volta che questi
hanno raggiunto almeno la taglia di 15 grammi.

Queste modalita devono essere intese come proposte, e non come schemi prefis-
sati, in quanto la vaccinazione in campo deve essere adattata in base a molte mutevoli
condizioni. L’approccio da adottare dovra essere scelto su misura e i programmi vacci-
nali devono essere stabiliti sulla base di caratteristiche gestionali, strutturali, epidemio-
logiche proprie di ogni azienda. Andranno poi tenute in forte considerazione le proble-
matiche sanitarie dell'impianto d’origine oltre che di quello di destinazione, al fine di
scegliere lo schema vaccinale, le formulazioni da utilizzare e la eventuale possibilita di
richiamo piu idonee.

Una settimana prima della vaccinazione dovrebbero essere effettuati
alcuni importanti controlli e azioni:

1. dovrebbe essere effettuata una valutazione approfondita dello stato di salute dei
pesci, prestando attenzione a comportamento, appetito e mortalita;

2. se viene diagnosticata qualche malattia, i pesci devono essere sottoposti a terapie
adeguate prima della vaccinazione;

3. mangimi contenenti prodotti immunostimolanti disponibili in commercio potrebbe-
ro essere somministrati ai pesci per una o due settimane prima della vaccinazione,
in modo da potenziare la risposta immunitaria indotta dal vaccino e migliorare I’esi-
to della vaccinazione (operazione non obbligatoria);

4. ipesci dovrebbero essere di dimensioni adeguate alla vaccinazione;

5. & necessario verificare di disporre di una quantita di vaccino sufficiente per vaccina-
re il numero di pesci stabilito; inoltre, il prodotto deve essere stato conservato ad
una temperatura di circa 2-8°C, protetto dalla luce e non congelato;

6. la qualita della conservazione e la data di scadenza del prodotto dovrebbero essere
opportunamente controllate.
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Uno o due giorni prima della vaccinazione, ulteriori verifiche
dovrebbero essere effettuate:

1. tutte le attrezzature che saranno utilizzate per la vaccinazione o che potrebbero
venire a contatto con i pesci devono essere accuratamente lavate e disinfettate;

2. le vasche in cui i pesci saranno trasferiti dopo la vaccinazione devono essere pulite
e disinfettate;

3. la procedura vaccinale dovrebbe essere accuratamente pianificata e tutto il perso-
nale incaricato dovrebbe essere a conoscenza dei suoi compiti;

4. il peso medio del lotto da vaccinare dovrebbe essere quantificato a priori (la dimen-
sione raccomandata & da 1 a 5 grammi);

5. i pesci dovrebbero essere mantenuti a digiuno dal giorno prima della vaccinazione.

Procedura vaccinale:

1. rimuovere il vaccino dal frigorifero e lasciarlo a temperatura ambiente, scuotere la
confezione e assicurarsi che il contenuto sia distribuito uniformemente;

2. subito dopo I'apertura, diluire il prodotto con acqua marina seguendo le istruzioni
rilasciate dal produttore e mescolare accuratamente;

3. evitare di mescolare il vaccino con altri prodotti;

4. vaccinare i pesci in gruppi e pesarli (Fig. 30);

Figura 30. Raccolta degli

Figura 31. Immersione degli Figura 32. Immersione
avannotti dalle vasche di avannotti nel vaccino degli avannotti nel
allevamento vaccino

5. gliavannotti devono permanere in immersione per il tempo indicato dal produttore
del vaccino (da 30 a 60 secondi o anche di piu per alcuni vaccini) (Fig. 31, 32);

6. nel momento in cui i pesci vengono spostati nel contenitore adibito alla vaccinazio-
ne, evitare di diluire ulteriormente il vaccino con acqua proveniente delle vasche di
allevamento;
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7. trasferire immediatamente il lotto di pesci vaccinato in una nuova vasca pulita;

assicurarsi che il personale coinvolto nella vaccinazione indossi protezioni adeguate,
come guanti di gomma e occhiali protettivi;

9. smaltire il vaccino e le confezioni secondo le istruzioni del produttore;

10. le avannotterie di grandi dimensioni possono utilizzare un macchinario dedicato per
I'immersione dei pesci nel vaccino (Fig. 33, 34).

Figura 33. Raccolta degli avannotti e loro Figura 34. Trasferimento dei pesci vaccinati

immersione nel vaccino mediante uso del in una nuova vasca di allevamento mediante
macchinario dedicato uso del macchinario dedicato

Dopo la vaccinazione:

1. osservare attentamente il comportamento dei pesci vaccinati e ricominciare lenta-
mente a nutrirli il giorno successivo;

2. I'immunita inizia a svilupparsi dopo 2 settimane se i pesci vengono mantenutia 21+2
°C e dura circa 10 settimane;

3. i pesci dovrebbero essere vaccinati almeno 2 settimane prima dello spostamento
dall’avannotteria alle gabbie.
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4.4. La rivaccinazione in gabbia

Snjezana Zrnci¢

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

L'immunita ottenuta mediante la vaccinazione effettuata quando i pesci sono in
avannotteria dura circa 10 settimane, quindi la rivaccinazione di avannotti o giovanili
e inevitabile per proteggerli anche durante I'allevamento in gabbia, quando saranno
suscettibili alle malattie descritte nel primo capitolo di questo documento, ed evitare
perdite economiche significative. Le perdite di pesci potrebbero essere mitigate me-
diante la somministrazione di farmaci antibatterici, ma molto spesso la malattia non
viene diagnosticata nella sua fase prodromica (la fase in cui i pesci sono infetti ma
non mostrano ancora sintomi clinici), percio I'efficacia del trattamento farmacologi-
co pud essere incerto (Rigos et al. 2021). Quando gli allevatori notano cambiamenti
nell’alimentazione, nel comportamento e nella mortalita dei pesci allevati solitamen-
te informano il veterinario competente che avvia la procedura diagnostica mediante
esame necroscopico dei pesci, campionamento di tessuti e isolamento batterico per
I'identificazione del patogeno responsabile della sintomatologia e della mortalita os-
servate nei pesci; successivamente, richiede al laboratorio di riferimento di eseguire
un test di sensibilita agli antibiotici al fine di valutare la sensibilita o resistenza del cep-
po batterico isolato ai diversi farmaci e definire quello pil idoneo da utilizzare per la
terapia dei pesci infetti, prescrive la preparazione e I'acquisto di mangimi medicati con
antibiotici e supervisiona la loro somministrazione ai pesci da parte degli allevatori e
del personale dell’allevamento. Il completamento dell’intera procedura diagnostica e
I'individuazione dell’antibiotico piu adeguato puo richiedere tempi lunghi, almeno da
cinque a sette giorni, e generalmente la terapia inizia troppo tardi quando le perdite
di pesci sono gia molto significative (Zrnci¢ 2020). Inoltre, il trattamento delle malattie
batteriche in acquacoltura é solitamente di tipo metafilattico, cioé finalizzato a curare
sia gli animali malati che gli altri animali del gruppo per prevenire la diffusione della
malattia in allevamento (FAO/OMS/OIE 2003). Tuttavia, l'uso indiscriminato di anti-
biotici puo favorire lo sviluppo di resistenze antimicrobiche in ceppi batterici patogeni
e non patogeni, I"'accumulo di residui chimici nei tessuti dei pesci e nell’lambiente ma-
rino (Smith 2012). Per evitare tutte queste conseguenze indesiderate negative per la
redditivita dell’acquacoltura, la qualita dei prodotti finali e la salute dei consumatori e
dell’ambiente, una delle procedure incluse tra le buone pratiche di acquacoltura che
viene fortemente consigliata per controllare la diffusione delle malattie infettive in
impianto consiste nella rivaccinazione dei pesci, precedentemente vaccinati in avanot-
teria, quando vengono trasferiti o allevati in gabbia.
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Come avviene a seguito della vaccinazione effettuata in avannotteria, anche in que-
sto caso solamente i pesci che risultano sani al momento della rivaccinazione in gabbia

svilupperanno un’immunita ottimale contro il patogeno.

La preparazione dei pesci per I'ulteriore somministrazione del vaccino dovrebbe ini-

ziare almeno due settimane prima della rivaccinazione pianificata:

1. dovrebbe essere effettuato un accurato esame sanitario dei pesci perché la proce-

dura di vaccinazione stessa, potenzialmente stressante per i pesci, puo favorire la
comparsa di infezioni in pesci con un precario stato di salute e conseguentemente
mortalita; nel caso venga rilevata una malattia (batterica o parassitaria), i pesci de-
vono essere adeguatamente trattati prima di essere sottoposti alla re-immunizza-
zione;

i pesci potrebbero essere alimentati con mangime addizionato di immunostimolanti
per alcuni giorni prima della vaccinazione (non & obbligatorio), in modo da potenzia-
re la risposta immunitaria indotta dal vaccino;

i pesci dovrebbero essere mantenuti a digiuno prima di essere sottoposti alla vac-
cinazione, perché tollerano meglio la manipolazione e rispondono meglio agli ane-
stetici se hanno I'apparato digerente vuoto; la durata del digiuno varia in funzione
della taglia dei pesci e della temperatura dell’acqua: il digiuno puo durare 24 ore se
i pesci sono piccoli e la temperatura dell’acqua ¢ alta, mentre dovrebbe durare piu
tempo se i pesci sono grandi e la temperatura dell’acqua ¢ bassa;

la temperatura dell’acqua ottimale per la vaccinazione &€ 17-22°C: sarebbe opportu-
no non effettuare la vaccinazione quando la temperatura dell’acqua e superiore a
24°C o durante il periodo di variazione della temperatura.

4.4.1. Rivaccinazione per immersione
SnjeZana Zrn¢i¢
Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica

Igor Cviti¢

Friskina

Un giorno prima della rivaccinazione:

1. tutte le attrezzature necessarie devono essere pulite e disinfettate (telone, ciotole

di plastica per immersione, bilancia, reti, bottiglie con ossigeno, ossimetro ecc.);

2. deve essere preparata una gabbia con rete pulita per accogliere i pesci vaccinati;

Strategie vaccinali in avannotterie e allevamenti ittici marini

51



la biomassa di pesci da vaccinare dovrebbe essere quantificata a priori in modo da
preparare una quantita sufficiente di vaccino;

dovrebbe essere stabilito con accuratezza un piano di vaccinazione con personale
addestrato, in modo che ogni persona sia istruita in merito a cosa dovra fare e quan-
do

Il giorno della rivaccinazione:

1.

4.

estrarre il flacone di vaccino dal frigorifero e lasciare che acquisisca la temperatura
ambiente, agitarlo bene per assicurarsi che il contenuto sia uniformemente miscelato;

Figura 35. Diluizione del vaccino in acqua marina

diluire il vaccino subito dopo I'apertura del contenitore con acqua di allevamen-
to secondo le istruzioni per I'uso rilasciate dal produttore del vaccino e mescolarlo
accuratamente (Fig. 35): la diluizione comunemente consigliata & 1:10 (un litro di
vaccino e 9 litri di acqua di allevamento) ma puo variare in base al produttore del
vaccino e talvolta la diluizione € 1:20; in genere un litro di vaccino & sufficiente per
la vaccinazione di 100 kg di pesce di peso superiore a 5 grammi;

assicurarsi che il personale addetto alla vaccinazione indossi protezioni adeguate
quali guanti di gomma e occhiali protettivi;

Figura 36. Accorciamento della rete della gabbia e concentrazione dei pesci da vaccinare

accorciare la rete della gabbia con i pesci da vaccinare in modo che questi siano
concentrati (Fig. 36);
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Figura 37. Posizionamento del telone all’interno della gabbia (sx) e monitoraggio
dell’ossigeno (dx)

5. un telone dovrebbe essere posizionato attorno alla rete e una fornitura di ossigeno
dovrebbe essere costantemente fornita e monitorata; nel caso in cui si registrasse
una diminuzione della concentrazione di ossigeno, € opportuno prevederne un’im-
plementazione (Fig. 37);

6. i pesci all'interno della rete devono essere leggermente sedati con basse dosi di
anestetici;

Figura 38. Raccolta dei pesci da vaccinare nel telone

7. lotti di pesce non superiori a 0,5 kg dovrebbero essere raccolti dalle gabbie o va-
sche di allevamento per mezzo del telone; I'acqua di contenimento dovrebbe essere
scaricata prima dell'immersione dei pesci nel vaccino per evitare una sua ulteriore
diluizione (Fig. 38);
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Figura 39. Immersione dei pesci nel vaccino

8. i pesci dovrebbero essere immersi e mantenuti nel vaccino per almeno 30 secondi
(Fig. 39);

Figura 40. Pesata dei pesci dopo la vaccinazione

9. dopo la vaccinazione, la rete con i pesci deve essere pesata (Fig. 40) e poi i pesci
devono essere trasferiti direttamente nella nuova gabbia (Fig. 41);

|
Figura 41. Rilascio dei pesci vaccinati nella gabbia di allevamento

10. il vaccino usato dovrebbe essere eliminato secondo le indicazioni del produttore.

Dopo la rivaccinazione:

1. osservare attentamente il comportamento dei pesci vaccinati e ricominciare lenta-
mente a nutrirli il giorno successivo.
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4.4.2. Rivaccinazione mediante iniezione
Drazen Oraié

Istituto Veterinario Croato, Laboratorio di patologia ittica
Danijel Mejdandzié¢

Cromaris

La preparazione dei pesci da sottoporre a rivaccinazione mediante iniezione e simile
a quella che si effettua prima della rivaccinazione per immersione.

Solo alcuni accorgimenti aggiuntivi dovrebbero essere considerati:

1. prima della vaccinazione, i pesci dovrebbero essere classificati in base alle loro di-
mensioni al fine di aumentare la velocita e I'accuratezza della procedura di vaccina-
zione;

2. ipescidi peso inferiore a 15 g non sono adatti alla vaccinazione mediante iniezione;

3. i pesci dovrebbero essere mantenuti a digiuno per 24 ore prima della vaccinazione
quando la temperatura del mare e superiore a 19 °C o 3 giorni se la temperatura del
mare é inferiore a 18 °C; questo aspetto € molto importante perché la presenza di
cibo nello stomaco o nell’intestino pud favorire l'iniezione accidentale di vaccino nel
sistema digerente del pesce;

4. il vaccino deve essere conservato a 4-8 °C.

Un giorno prima della rivaccinazione:

1. tutte le attrezzature necessarie per la vaccinazione (Fig. 42) che potrebbero venire
a contatto con i pesci devono essere pulite e disinfettate (teloni, reti, tavoli, tubi,
pompe, siringhe automatiche, numero sufficiente di aghi, recipienti per anestesia
ecc.);

Figura 42. Attrezzature necessarie alla vaccinazione
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8.

Figura 43. Dispositivo di iniezione calibrato

se deve essere utilizzata la pistola per la vaccinazione (Fig. 43 - 44), questa deve
essere preparata e utilizzata da un tecnico qualificato;

. deve essere predisposta una gabbia con rete pulita per accogliere i pesci una volta

terminate le operazioni di vaccinazione;

la quantita (biomassa) di pesce da vaccinare dovrebbe essere quantificata, in modo
da preparare una quantita sufficiente di vaccino;

deve essere preparata una quantita adequata di anestetico approvato per I'aneste-
sia dei pesci;

dovrebbe essere predisposto un piano di vaccinazione con personale addestrato, in
modo che ogni persona sappia cosa dovra fare e quando;

la pistola per I'iniezione del vaccino deve essere accuratamente tarata;

Figura 44. Pistola per la vaccinazione

la dimensione appropriata degli aghi dovrebbe essere determinata in base alla di-
mensione dei pesci, allo spessore della parete addominale e al punto di iniezione:
solitamente vengono utilizzati aghi lunghi 3 mm per pesci di 25-40 g, 4 mm per pesci
di 40-80 g e 5 mm per quelli che pesano piu di 80 g, con un diametro di 0,6 mm;

il personale dovrebbe avere familiarita con le procedure di sicurezza e le istruzioni
in caso di auto-iniezione; se il team non é dotato di auto-iniettori di adrenalina, un
medico dovrebbe essere prontamente disponibile in allevamento.
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Il giorno della rivaccinazione:
1. controllare il vaccino prima dell’uso: dovrebbe apparire omogeneo dopo aver agita-
to il flacone (Fig. 45);

2. il vaccino deve essere tolto dal frigorifero e mantenuto a temperatura compresa tra
15 e 20 °C; dovrebbe essere protetto dalle alte temperature e dalla luce diretta;

Figura 45. Flaconi di vaccino

3. ipescidevono essere raccolti dalle gabbie/vasche di allevamento accorciando le reti
e circondandole con un telone all’interno del quale deve essere garantito un appor-
to continuo di ossigeno (Fig. 46), inoltre devono essere sedati con un basso dosaggio
di anestetici;

Figura 46. Accorciamento della rete, posizionamento del telone (sx) e raccolta dei pesci da
vaccinare (dx)

4. prelevare piccoli lotti di pesci dal telone (Fig. 47) e immergerli nell’anestetico preceden-
temente preparato all’interno di un recipiente adeguato per 40-120 secondi (Fig. 46);

5. la soluzione anestetica deve essere periodicamente cambiata secondo le istruzioni
del produttore;

6. € necessario anestetizzare un numero adeguato di pesci, in modo da consentire la
vaccinazione di tutti i soggetti entro 3 minuti ed evitare perdite elevate dovute allo
stress da manipolazione;
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Figura 47. Sedazione dei pesci da vaccinare

7. i pesci da vaccinare devono essere sistemati su un apposito tavolo di lavoro (Fig.
48);

Figura 48. Posizionamento dei pesci da vaccinare sul tavolo di lavoro e somministrazione IP
del vaccino

8. lavelocita di lavoro deve essere regolata in base alle capacita degli operatori e la si-
ringa deve essere posizionata con un angolo di 90 gradi rispetto alla parete addomi-
nale e sottoposta a una leggera pressione per evitare lesioni nel punto di iniezione
(Fig. 48);

9. il vaccino deve penetrare senza problemi nella cavita addominale e la siringa non
deve essere estratta prima che sia stata iniettata I'intera dose di vaccino;

58 Strategie vaccinali in avannotterie e allevamenti ittici marini



Figura 49. Punto ideale di somministrazione
del vaccino mediante iniezione IP in spigola
(sx) e corretto posizionamento dell’ago (dx)

10. ad esempio, il punto ideale per I'iniezione nella spigola & localizzato lungo la linea
mediana a circa un cm e mezzo dalla base della pinna pelvica (Fig. 49);

11. il vaccino deve essere sempre omogeneo durante la procedura di vaccinazione;

12. una bottiglia di vaccino aperta deve essere utilizzata entro 12 ore;

13.'ago deve essere cambiato quando & danneggiato o smussato, o dopo che 2000
pesci sono stati vaccinati;

14.le squame devono essere rimosse regolarmente dagli aghi per evitare variazioni
della lunghezza dell’ago;

15. durante la vaccinazione i pesci devono essere manipolati delicatamente per evitare
stress o danni (Fig. 50);

Figura 50. Lavori di routine sul tavolo di iniezione
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16.

17.

18.

19.

gli operatori dovrebbero usare guanti puliti e cambiarli regolarmente per evitare
contaminazioni;

I'efficacia della somministrazione del vaccino dovrebbe essere controllata median-
te una leggera pressione della parete addominale del pesce nel punto di iniezione,
in modo da rilevare la presenza di liquido biancastro, inoltre sarebbe utile sacrifi-
care alcuni pesci per verificare la presenza e la quantita di vaccino presente nella
cavita corporea ed eventualmente poter correggere la procedura;

la somministrazione inappropriata del vaccino puo causare lesioni all’intestino o ad
altri organi interni dei pesci;

dopo la somministrazione del vaccino, i pesci devono essere rilasciati nella vasca

di recupero o direttamente in una nuova gabbia (Fig. 50) e dovrebbero iniziare a
nuotare molto rapidamente.

o ol

Figura 51. Rilascio dei pesci nelle gabbie di allevamento dopo la rivaccinazione

Dopo la rivaccinazione:

1. i pesci dovrebbero riprendersi completamente in una settimana;

2. piccole quantita di mangime dovrebbero essere somministrate ai pesci vaccinati 1
giorno dopo la vaccinazione se questa viene effettuata durante I'estate o 2-3 giorni
dopo la vaccinazione se questa viene effettuata durante I'inverno: infatti, nei giorni
immediatamente successivi alla vaccinazione I'alimento transita difficilmente attra-
verso l'intestino, dove puo fermentare causando enteriti;

3. la mortalita dopo la vaccinazione & generalmente bassa e la maggior parte dei pesci
inizia @ mangiare normalmente entro una settimana.
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