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[ PROGRAMMA ]

PNRR (Piano Nazionale Ripresa Resilienza)

[ TIPO DI AZIONE ]

Intervento sulla filiera dell’acquacoltura
di acqua dolce

[ DURATA ]

Dicembre 2022 — Giugno 2026

[ COORDINATORE ]

Istituto Zooprofilattico Sperimentale del
Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta
(IZSPLV)
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Cosa sono Lattoccocosi e PKD?
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Lattococcosl “Er

La lattococcosi e una delle piu diffuse malattie batteriche negli allevamenti di trota iridea a
livello mondiale. L'agente causale e Lactococcus garvieae (formosensis/petauri).

] Malattia
>16-18°C sintomatologia

Lactococcus garvieae/
formosensis/petauri

<16°C .Infezione -
No sintomatologia
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Lattococcosi sssaise
ORIGINE DIFFUSIONE GEOGRAFICA

trota iridea in Giappone.

P
. Primi casi descritti in allevamenti di
[ Anni ‘50 J }

-

1. Doménech et al., 1993
2. Ghittino and Prearo, 1992
3. Schmidtke and Carson, 1999
4. Bark & McGregor, 2001
5. Chang et al, 2002
6. Diler et al, 2002
7. Ravelo et al,, 2003
8. Ravelo et al,, 2003
9. Eyngor et al, 2004
10. Eyngor et al., 2004
11. Eyngor et al., 2004
12. Soltani et al,, 2005
13. Bekker et al, 20m %
14. Nelson et al., 2016 i
4

seguito dall’Italia)

v /~
[ 1991 } Primo caso in Europa (Spagna, }

15. Shahi et al, 2018
16. Ortega et al,, 2020

7
17. Radosavlievic et al., 2020 A /‘W\I’\\\:\
0 2500 5.000 Km 2, JEEES O
) o | Map data from OpenStreetMap - OSM Standard map I

Khalil et al., 2024 (https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.740363)
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Lattococcos] sesniclinici

Enucleazione

Esoftalmo

Petecchie a C = Splenomegalia Congestione anale
livello epatico

Esposito et al,, 2024 (https://doi.org/10.1111/jfd.13994), Khalil et al., 2024 (https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.740363)

[ Le trote iridee affette da lattococcosi hanno tassi di mortalita tra il 50% e 1'80%.
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https://doi.org/10.1111/jfd.13994

LLattococcos]  Terapie

Attualmente la prevenzione contro la lattococcosi mediante
vaccinazione risulta essere I'opzione piu diffusa.

Limiti
_ Du.rata _ Vacc1n-1 locia. lio Scarsa efficacia vaccino per
imimtihizzazione reglonat immersione vs iniezione
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Cosa sono Lattoccocosi e PKD?
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Malattia Proliferativa Renale (PKD) austiissi

La PKD e una delle piu gravi malattie parassitarie dei salmonidi.
L'agente causale e Tetracapsuloides bryosalmonae (Myxozoa).

Statobalsti

< > ” ‘ Malattia
Spore di 7 bryosalmonae >12-14°C Sintomatologia
A
WA o

Briozoi

<12°c\ Infezione
@ L} -
D) No sintomatologia
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Malattia Proliferativa Renale (PKD ) iz

ORIGINE PKD DIFFUSIONE GEOGRAFICA PKD

[ 1920-1950 f} In Germania e Regno Unito }

descrizione di sintomi simili a PKD

-

A 4 )
Fu coniato il termine PKD =
[ 1974 1 Proliferative Kidney Disease J

v /4
Primo rilevamento negli USA di PKD
1981 nello stato dell'ldaho
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Malattia Proliferativa Renale (PKD)) segniciinic

Anemia
branchiale

Esoftalmo Iperplasia renale

1cm

Ascite emorragica _ ,
Ros etal, 2022 (https://doi.org/10.1111/jfd.13585)

Splenomegalia

https://units.fisheries.org/fhs/wp-content/uploads/sites/30/2017/08/3.2.7-PKD-2014.pdf

Le trote iridee sopravvivono solo occasionalmente a infezioni gravi, con tassi di mortalita che
possono arrivare fino al 95% nei pesci allevati.
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Malattia Proliferativa Renale (PKD) rerapie

{Attualmente non esiste un trattamento farmacologico efficace contro la PKD: J

Non esistono vaccini PKD Terapie sperimentali
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Resiltrout

La lattococcosi e la PKD sono due malattie di grande interesse in acqualcoltura.
Entrambe le malattie sono legate alla temperatura e soggette ad aumentare con i cambiamenti climatici.

~
. ( | SCOPO DEL LAVORO

(= E Selezione di trote iridee resistenti alla lattococcosi e alla PKD tramite
SELEZIONE FENOTIPICA.

MATERIALI E METODI - RISULTATI H MATERIALI E METODI - RISULTATI }

[ CAMPIONAMENTO ]—[ LATTOCOCCOSI
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CAMPIONAMENTO - LATTOCOCCOSI

Esposizione naturale a lattococcosi - Trentino Alto Adige

sopravvissuti blanda anestesia
Tricaina metansolfonato
(MS-222; 30 mg/L)

Reintroduzione in vasca
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CAMPIONAMENTO - PKD

Esposizione naturale a PKD - Piemonte

sopravvissuti blanda anestesia
Tricaina metansolfonato
(MS-222; 30 mg/L)

Reintroduzione in vasca
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Lattococcosi
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LA SELEZIONE FENOTIPICA NELLA LATTOCOCCOSI:
RUOLO E RILEVANZA NEL PROGETTO RESILTROUT
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ANATOMOPATOLOGICO
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MELANOSI ED ESOFTALMO BILATERALE
ESOFATLMO CON EMORRAGIA OCULARE
CONGESTIONE ANALE ED EMORRAGIA DEI TESSUTI
PERIANALI E ANALI

EMORRAGIE VISCERALI

PETECCHIE EPATICHE

SPLENOMEGALIA

ENUCLEAZIONE ED EMORRAGIA OCULARE

Khalil et al. (2024) https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2023.740363
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BATTERIOLOGICO

Colorazione
di Gram
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MALDI-TOF

300 pl
deionized
water

Single fresh colony

900 L ethanol
,‘\ /
\ - Centrifugation
oy 13, 000 rpm

Clinical samples

80 pl of formic acid (70%

80 pl of pure acetonitrile
&

13, 000 rpm
2min

Laser radiation

{}

Acceleration voltage

LY °

o
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N » TOF Analyzer
e - Matrix+Sample
Clear Identification Results Display at Species Level
S': =3 Sample ID Organism (best match) Score Value
ame
° Al BTS Escherichia coli -
nassNs% s 53 enorenonse  [NEIN]
'6 3 o 538 3 c" 2 o "5 A2 180610 Klebsiella pneumoniae
20 0 0 QO 0 00 000 O A3 180611 Proteus mirabilis [z
30 0 0 o\o © o o ° o o,
400009 O0O00HOOO A4 180612 Candida albicans [z ]
:; ; : ; ; ; ; ; ; g g g AS 180613 Pseudomonas aeruginosa _
RCECACROROROROROROBORONO; A8 180614 Enterococcus faecium -
80 0 0 0 0 00 O0O0O0 OO
90 00000000000 1 a7 180615 Trueperella bernardiae (|
O O 0O 0 0.0 0 00O O o
. 4 l 3 x10
Add matrix to sample B
and analyze -
[ : . > 3+

ML JA'LL,J. Wit

0 6,000 ~ 8,000 10,000 ~ 12,00

Lo CASECES
14,000 16,000
Compass software automatically
generates MALDI-TOF Spectrum

[} 4,000

Tecnica avanzata di spettrometria di
massa che analizza il profilo proteico
per l'identificazione di specie
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Reagenti

Template DNA

ddATP ddTTP ddGTP ddCTP

O 00 060 o©0

Polymerase dNTPs Primers

CRA

@ Campione di DNA marcato con
sonde fluorescenti

IO
T

T
O

ESTRAZIONE E PCR

oooe,

(@) Legame dei ddNTP binding e
della terminazione della catena
>
T, . 1 | r o,
i 8
©,° m P -
««“ 1 1 o LUl Lo
1 >
ddNTPs stops chain extension

]IHE\' )/ lg

@ Analisi delle seq e ricostruzi

@ Elettroforesi capillare su gel e

ril to della fl

GACTAGTCTG

DNA Sample

1 Nucleotide 10

r»
« dNTPs

<(‘ Primers

v Mgcl,

TaqDNA
polimerasi

| W% .
v Template DNA

ESTRAZIONE
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RISULTATI LATTOCOCCOSI

Neg Neg
Lactococcus garvieae 399, Lactococcus garvieae
(] .
10.3% RENE 45.5% Aleri* Alert®
.Hafm’a alvei 12.2% O C C H I O Hafnia alvei
.Lactococcus lactis [l Acinetobacter spp.
.Carnobacterium maltaromaticum .C‘ar nobacterium m altaromaticum
.Carnobacterium divergens . Lactococcus lactis .
.Lactococcus petauri
26.8%
31.5%
* GNS (Non-Significant Germs) and bacteria present less then 1% *GNS (Non-Significant Germs) and bacteria present less then 1% (Citrobacter
(Acinetobacter spp., Aeromonas spp. and Pseudomonas spp.) gilleniiand Yersinia ruckerr)
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0.3
0.2
-0.1
-0.2

0.1
0

* p-value < 0.05
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Emorragia
oculare

Emoraagia grasso
periviscerale

Petecchie epatiche

y,,.. Enucleazione
occhio destro

Cheratite

Enterite catarrale

Congestione
anale

Emorragia
viscerale

Enterite

Emorragia
muscolare

Bocca rossa

Organi colliquati

Enucleazione
occhio sinistro

Rene ingrossato

Anemia epatica

Melanosi

Anemia
branchiale

CORRELAZIONE DI SPEARMAN

Emorragia
pinna

Anemia
viscerale

Splenomegalia

SPERIMENTALE

Esoftalmo

Nella
norma
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CONCLUSIONI

/ * L'integrazione dei diversi livelli diagnostici ha garantito una \
classificazione fenotipica valida, permettendo di individuare in
modo affidabile i casi.

 Identificare i casi fornisce una base solida per collegare i dati
diagnostici alle future analisi genomiche, migliorando
'affidabilita del GWAS e permettendo di identificare marcatori
genetici di resistenza e sviluppare linee di trota piu resilienti.

[ benefici per gli allevatori si concretizzano in una riduzione della
mortalita e dell'uso di antibiotici, maggiore stabilita produttiva e
sostenibilita aziendale. /
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= Morfometrie
= Anatomopatologico
= Divisione per settori

J ==

* Pesomedio: 97,41 g
* Lunghezza media: 17,37 cm
= Batteriologico

'MATERIALI & METODI - PKD

Digital PCR

Positivi +
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RISULTATI - PKD

Trentino-Alto

TELLA

= Fino al 2005 la malattia, per la /) | (h

regione Piemonte, era stata
segnalata solo in alcune aree del
bacino idrogeografico del Ticino .

MAIRA

= (Con i dati derivati dalla prova si e IO SO (o

LIVENZA

Emilia-Romagna

Bologna
-

osservata un’espansione della
malattia verso sud-ovest T
[ gnalazi
\:’ Segnal fino al 2005
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Positivita PKD

DEB_POS
8%

= Positivita sul totale degli
individui campionati

RISULTATI - PKD

Percentuale(%)

80-

[=2]
o

S
o
'

20-

1 2
Settore

Positivita divisa per settore

Risultati

B e
. pos
B -
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RISULTATI - PKD

Frequenza positivi analizzati con la Digital

@ Molto basso
@Basso
mModerato
oAlto

@ Molto alto
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nella norma

Altro

iperplasia renale
splenomegalia
ipermucosita branchiale
emorragia epatica
enterite

organi colliquati

anemia epatica

anemia viscerale

lesione cutanea

o

N
o

40
Percentuale(%)

RISULTATI - PKD

= Splenomegalia 7Z°

= [esione
cutanea
Settore

K
B
| E

i

= ]perplasia renale

D
o
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RISULTATI - PKD

CONDIZIONI CLINCHE

@ Subclinico/Recupero

m Con alterazioni macroscopiche
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RISULTATI - PKD

i

Distribuzione PKD positivi con batteri

Neg
Gns
2
L Altro Settore
% - 1 mSettore 1
° B @Settore 2
2 '
Lact lact
:;)-,_ actococcus lactis . 3 @ Settore 3

Aeromonas spp

Hafnia alvei

1F_F1I

o
N
o

40 60 80
Percentuale(%)
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Espansione della malattia verso sud-ovest in nuovi territori
geografici;

Il settore due e stato il piu positivo e il tre quello meno
positivo;

In generale, gli individui negativi alla PKD sono stati superiori
rispetto ai positivi;

Le lesioni maggiormente riscontrate sono state quelle tipiche
della malattia quali: splenomegalia ed iperplasia renale;

Gli individui appartenenti al settore due presentavano il piu
alto tasso di co-infezioni batteriche rispetto agli individui degli
altri settori.

CONCLUSIONI - PKD
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