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Capitolo 1.
INTRODUZIONE GENERALE




1.INTRODUZIONE

Sin dall’antichita 1’allevamento del coniglio ha fatto parte del tessuto produttivo delle aree agricole
italiane come allevamento di animali destinati a un consumo familiare. A partire dagli anni *60
I’allevamento si ¢ progressivamente modificato perdendo i caratteri di ruralita ed entrando in un
contesto di attivita zootecnica intensiva.

Questa trasformazione dell’allevamento del coniglio risponde alle esigenze di un mondo
industrializzato e fortemente urbanizzato in cui i cittadini hanno un fabbisogno carneo crescente
impossibile da coprire con la sola carne bovina. Da questo punto di vista, la carne di coniglio
sembrerebbe essere tra quelle ideali, se si considera la brevita del ciclo produttivo, il buon indice di
conversione alimentare e la buona qualita del prodotto finale. Stessi requisiti, tra 1’altro, possiede la
carne del pollo, animale per il quale soltanto pochi anni prima rispetto al coniglio, si era verificato
lo stesso processo di trasformazione della struttura e della organizzazione degli allevamenti che
aveva consentito una diffusione capillare del consumo di proteine animali.

11 coniglio ¢ quindi uscito dalla “bassa corte” e sono nate aziende specializzate, di consistenza piu o
meno ampia, ma comunque basate su sistemi e tecniche mirate al suo sfruttamento intensivo, ai fini
della produzione di carne.

Sono anche altri i motivi che giustificano I’interesse per questa specie: la sua elevata prolificita, la
buona utilizzazione dei foraggi e delle proteine contenute in alimenti ricchi di fibra, la capacita di
fissare il 20% delle proteine alimentari sotto forma di carne commestibile, considerando anche
I’alimento consumato dai riproduttori. Tra le altre specie solo il pollo da carne fornisce un miglior
rendimento proteico (22-23%), mentre per il suino il valore si attesta sul 16-18% e per il bovino
sull’8-12%. Il costo energetico, espresso in kcal alimentari necessarie per produrre 1 g di carne, €
ancora piu vantaggioso, considerata la piu elevata produttivita dei conigli rispetto, ad esempio, a
ovini e bovini (105 kcal/g coniglio; 427 ovini da carne; 442 bovini).

Un altro punto a favore del coniglio ¢ la bassa competitivita con I’uomo per le fonti alimentari, dal
momento che la razione puo essere costituita per oltre 1/3 da farina di erba medica; pertanto la
produzione di carne di coniglio puo essere interessante anche per quei Paesi che devono importare
cereali.

E cosi che dal 1970 ad oggi la produzione nazionale annua di carne di coniglio & cresciuta
notevolmente con conseguente aumento dei consumi procapite annuali nel nostro Paese.

Tuttavia, bisogna sottolineare come le statistiche relative alla produzione e ai consumi di carne di

coniglio nel nostro Paese presentino ampie variazioni a seconda della fonte bibliografica consultata.
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Molto confortanti sono le ultime stime della FAO (2012), secondo le quali I’Italia ¢ al secondo
posto a livello mondiale per la produzione di carne cunicola, subito dopo la Cina (Tabella 1) e
detiene il primato europeo con il 40% della produzione comunitaria, con un’esportazione pari a
4.200 t (Maniero, 2008) e con un grado di auto approvvigionamento che supera il 90%, stimato
addirittura dagli ultimi dati della FAO (2012) pari al 99 %.

Tabella 1. Produzione di carne cunicola nel mondo (FAO, 2012)

Paese Tonnellate
Cina 669000
Italia 255400
Venezuela 254300
Corea 133.900
Eqitto 69.840
Spagna 66.200
Francia 51.665
Repubblica Ceca 378000
Germania 37.500
Resto del mondo 117.417
Totale 1.693.022

Sempre secondo le stime della FAO, reperibili sul sito www.fao.org, la coniglicoltura assume, nel
nostro Paese, una posizione di rilievo, rappresentando il 9% della Produzione Lorda Vendibile
dell’intero comparto zootecnico da carne e ponendosi al quarto posto dopo la produzione di carne

suina, avicola e bovina (Tabella 2).

Tabella 2. Statistiche zootecnia italiana da carne nel 2010 (FAO STAT 2012).

Produzione Consumo Livello di
() Individuale (kg/pro- Auto approvvigionamento
capite) (%)
Carni suine 1.588.4460 31 67
Carni avicole 1.1274.000 18 106
Carni bovine 1.055.010 23 63
Carni cunicole 255.400 4 99



http://www.fao.org/

Questi confortanti dati presentati dalla FAO appaiono pero in netto contrato con i risultati delle
indagini dell’ISTAT sulla produzione cunicola nel nostro Paese. In Tabella 3 si riporta I’andamento
dei dati relativi alla macellazione di conigli nell’ultimo decennio. Come si pud osservare, la
macellazione dei conigli ha mostrato una leggera, ma costante crescita fino al 2007. Dopodiché,
complice anche I’incipiente crisi economica, si ¢ assistito ad un forte calo della produzione che ¢

proseguita fino al 2010, ultimo anno per il quale sono attualmente disponibili dati dall’ISTAT.

Tabella 3. Conigli macellati (peso morto in migliaia di quintali) registrati dal 2001 al 2010 (Fonte:
ISTAT, 2013).

Anno Peso morto conigli
2001 2.499
2002 2.521
2003 2.483
2004 2.888
2005 3.018
2006 2.970
2007 3.099
2008 1.825
2009 1.695
2010 1.674

D’altra parte, 1 risultati dell’ultimo censimento dell’agricoltura, pubblicati nel gennaio 2013,
indicano pari a 3.772.937, di cui 478.507 fattrici, il numero di conigli allevati in Italia nel 2010.
Considerando come veritieri questi ultimi dati, il numero di conigli allevati in Italia per la
produzione di carne sarebbe pari a 3.294.430. Poiché si tratta di un dato scaturito da un censimento
(quindi una fotografia della realta cunicola in uno specifico momento), & necessario moltiplicare per
5 tale numero per risalire alla effettiva produzione annuale. Fatto cio, e moltiplicando per 1.6 kg
(quantita di carne ricavabile mediamente da ogni animale macellato) si arriva ad una produzione di

carne pari a 26.355 tonnellate circa, ben lontani dalla quantita stimata della FAO.

Anche I’AVITALIA (Unione nazionale Produttori Avicunicoli) ha condotto qualche anno fa (nel
2007) un’indagine sulla produzione di carne cunicola nel nostro Paese. I risultati apparivano piu
confortanti rispetto ai dati rilevati dall’ISTAT, riportando un numero di conigli macellati pari a

67.500.000 circa, cui corrispondono 44.000 tonnellate di carne prodotta. Sebbene i dati siano piu
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favorevoli, & bene ricordare che si tratta di numeri riferiti al 2007 che senza dubbio hanno risentito
del forte calo produttivo degli ultimi anni ma, ancora una volta, contribuiscono a prendere con le
pinze le stime fornite dalla FAO.

Certamente, ai rilievi dell’ISTAT e del’AVITALIA va aggiunta quella fetta di produzione che
sfugge alle rilevazioni statistiche, in quanto vengono escluse una serie di aziende con numero
limitato di capi che, generalmente, praticano 1’allevamento del coniglio come attivita secondaria, o
part-time, prevalentemente destinata all’auto-consumo.

Per I’assenza di rilevazioni ufficiali costanti nel tempo, la determinazione dei consumi procapite
della carne di coniglio richiede una specificazione. In primo luogo bisogna osservare come le
statistiche ufficiali ISTAT hanno sempre riportato insieme i consumi di carne di coniglio e di
selvaggina. In termini pro-capite le quantita consumate di selvaggina e coniglio sono state,
nell’ultimo decennio, tendenzialmente costanti, oscillanti dai 4,2 ai 4,7 kg/pro-capite. L’analisi
diretta del solo consumo di carne di coniglio si ¢ resa disponibile solamente dopo che I’ISTAT ha
introdotto, nel 2003, una specifica indagine presso le strutture di macellazione, e dopo aver operato
una riclassificazione delle sue voci di Contabilita nazionale (2005). E’ stato cosi possibile
ricostruire la serie storica dal 2000; i dati derivati da questo lavoro di rettifica condotto dall’ISMEA
(Istituto Servizi per il Mercato Agricolo Alimentare) indicano come il consumo pro-capite, dal

2000, non si sia discostato molto da un valore medio di 2,6 kg/procapite (Tabella 4).

Tabella 4. Andamento dei consumi di carne cunicola (kg/pro capite) (Fonte: Elaborazione ISMEA
su dati ISTAT)

Anni 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 | 2008

Consumo | 2.5 2.7 2.6 2.6 2.7 2.8 2.7 2.8 2.6

I dati del 2009 e del 2010 fanno registrare una flessione di circa 1’8 %, attestandosi su poco meno di
2.4 kg procapite. Tra le regioni italiane, la Campania fa registrare consumi quasi doppi rispetto alla
media nazionale, da imputare al notevole consumo nell’isola d’Ischia dove il coniglio ¢ un piatto

tipico, molto richiesto dai turisti.

In definitiva, il settore cunicolo sta attraversando in Italia un periodo di crisi piuttosto importante
che ha come conseguenza la chiusura di molte aziende piccole e medie. Le motivazioni di questa
crisi vanno ricercate prima di tutto nella mancanza di un’organizzazione produttiva razionale del
settore, come si verifica nell’allevamento del pollo. Il produttore vende i propri conigli direttamente

al macello con delle quotazioni che variano molto non solo di anno in anno, ma anche nei diversi
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periodi dell’anno con punte massime (oltre 1 2.00 €/kg peso vivo) che vengono raggiunte durante i
periodi di importanti festivita religiose (Natale e Pasqua) e punte minime (anche meno di 0.80 €/kg
peso Vivo) durante il periodo estivo (fatta eccezione per la Campania). A cio va aggiunto che i costi
di produzione sono piuttosto elevati raggiungendo valori medi di 1.80€/kg peso vivo, tenendo anche
in considerazione le quote di ammortamento di attrezzature e ricoveri. Di conseguenza, la mancanza
di un sistema di produzione simile a quello del pollo da carne, non tutela 1’allevatore dalle ampie
oscillazioni dei prezzi e non lo mette quindi al riparo dalle insidie del mercato.

Accanto a tutto cio, bisogna anche considerare che la carne di coniglio, per quanto dotata di
eccezionali proprieta nutrizionali, non incontra il favore dei consumatori per una serie di
problematiche che possiamo cosi riassumere:

1) Modalita di presentazione della carcassa in macelleria (carcasse vendute intere con testa
attaccata);

2) Mancanza di prodotti porzionati o trasformati (questo da imputare alla qualita del grasso
dell’animale, ricco di acidi grassi polinsaturi, positivi per la salute del consumatore, ma
suscettibili di alterazione in corso di manipolazione — irrancidimento da calore o esposizione
alla luce);

3) Considerazione del coniglio come un animale da compagnia, soprattutto tra le nuove

generazioni.

Nonostante tutte queste problematiche, la carne di coniglio viene considerata la prima fra le carni
“alternative”, a sottolineare da un lato la sua importanza, e dall’altro il fatto di costituire un piatto
non comune e abitudinario come quelli forniti dalle altre carni (Bittante et al. 1993; Dalle Zotte,
2002).

Le carni di coniglio, come quelle avicole, sono definite “carni bianche” e sono caratterizzate da un
basso contenuto di lipidi, colesterolo e sodio, da un buon apporto di proteine e dall’assenza di fattori
allergenici o antinutrizionali (Parigi Bini et al., 1992; dalle Zotte, 2002) tanto € vero che sono carni
particolarmente consigliate nell’alimentazione dei bambini e degli anziani.

Attualmente, la maggior parte delle aziende che praticano cunicoltura come attivita primaria si trova
nell’Italia settentrionale e precisamente in Veneto, Lombardia, Piemonte, Emilia Romagna. Il
Veneto da solo ha una produzione che rappresenta il 32% di quella nazionale nazionale (ISTAT,
2010).

La Campania é la pit importante realta, come numero di allevamenti, del Sud Italia con un numero
di capi allevati pari all’8% della realta nazionale. Il peso vivo di vendita alla macellazione oscilla

frai 2,2 e i 3,0 kg a seconda delle regioni, con valori medi che si aggirano sui 2,5 kg, e un peso
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medio della carcassa di 1,6kg. Questi pesi sono piu elevati che negli altri 10 Paesi europei dove il
coniglio e allevato, tutto questo e imposto da cicli produttivi piu lunghi, 75-85 giorni, contro i 60-70
giorni di Francia e Spagna dove il consumatore preferisce carcasse piu leggere circa 2 kg di peso
Vivo.

Gli allevamenti industriali sono generalmente organizzati a ciclo chiuso, in quanto coesistono il
settore della riproduzione e quello dell’ingrasso (spesso in locali separati).

La gestione aziendale della produzione € controllata con la ciclizzazione delle fattrici e I’'impiego
dell’inseminazione strumentale.

La coniglicoltura italiana € caratterizzata da un basso livello di integrazione con il settore
mangimistico; circa il 30% degli allevatori risulta legato ad associazioni mentre la quota rimanente
e totalmente indipendente ed autonoma. 1l settore della distribuzione risulta ripartito tra la grande
distribuzione organizzata, che acquista direttamente dal grande macellatore (65% del mercato) e
macellerie tradizionali che acquistano tramite il grossista (35% del mercato) (Xiccato e Trocino,
2007).
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2. CENNI DI ANATOMIA E FFISIOLOGIA DELI’APPARATO
DIGERENTE

L’apparato digerente del coniglio ¢ costituito, come si pud osservare nella Figura 1, da: bocca,

esofago, stomaco e intestino (diviso in tenue, crasso e retto).

FEGATO
Bile STOMACO
Esaof
5201200 Peso: 20 g
%, Piloro Conlenuto: 90-180 g
2» . = Contenuto: (%3.8.): 17%
KN pH: 1,5-2,0
Duodena (' .
Pancreas ; i _
-A.‘.,‘fil]
——— INTESTINO CRASSO
ey 1 Peso: 60 g
APPENDICE CIECALE e ﬁ asy  Digiung Lunghezza: 330 cm
Peso: 10 g ¥ NSl S e Contenuto: 20-40 g
Lunghezza: 13 em * . f ) I Contenuto: (%S5.5.): 7%
Contenote: 1 g d - e PH: 7.2
-'I-.__"' .- A l'
e * f
CIECO R e R j
Peso: 25 g ‘ + b 5
Lungheza: 40 cm oo o
Contenuto: 100-120 g o Valvola |len-cienaf _Z
Contenuto (%S.S.): 20% N i
ph: 6,0 _
‘ COLON prossimaie COLON
v pH: 8,5 Peso: 30 g
L Contenuto (%5.8.): 20-25% Contenuto: 10-30 g
¥ COLON distale
/ . Lunghezza: 90 cm
W”M * Contenuto (%3.8.): 20-25%
Retto
Ano

Figura 1 — Apparato digerente del coniglio adulto (Lebas et al., 1997)

Il primo importante compartimento dell’apparato digerente del coniglio ¢ lo stomaco, il quale ¢
rivestito da un sottile strato muscolare ed € quasi sempre pieno.

Il range di pH in questo organo, varia da 1 fino ad arrivare a 6, a seconda del sito di determinazione
(regione del fondo o regione del cardias) (Gutierrez et al., 2002, 2003, Chamorro et al., 2007,

Orengo e Gidenne, 2007; Gomez-Conde et al., 2009), della presenza 0 meno delle feci morbide
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(Griffiths e Davie, 1963), della distanza dall’ingestione di alimenti (Alexander e Chowdhury, 1958)
e dall’eta del coniglio (Grobner, 1982).

Il pH gastrico nei lattanti e piuttosto elevato (circa 6) e si mantiene relativamente costante durante i
primi 21 giorni di lattazione dopo di che inizia 1’ingestione di alimento solido e ciecotrofo, e il pH
tende a scendere (Zomborsky-Kovacs et al., 2000).

| piu bassi valori di pH si riscontrano nella regione del cardias, in assenza di ciecotrofo, dopo circa
4 ore dall’ingestione di alimento in conigli di 3 settimane di eta in presenza di piccole quantita di
latte (Orengo e Gidenne, 2007).

Allo stomaco segue il piccolo intestino in cui si riscontra un funzionamento simile a quello di altri
monogastrici. I1 pH di questo tratto dell’apparato digerente si aggira intorno a 7.2 - 7.5 nella parte
superiore e si abbassa a 6.2 - 6.5 nella parte ileale (Vernary e Raynaud, 1975; Nicodemus et al.,
2002). In gquesto sito hanno luogo la maggior parte dei fenomeni di digestione e di assorbimento in
seguito a meccanismi di trasporto attivo o passivo attraverso la mucosa.

Tutto cio che non viene assorbito nell’intestino tenue, passa la valvola ileo-cieco-colica e raggiunge
il cieco. Quest’ultimo ¢ costituito da un sottile strato muscolare e da tessuto linfoide e mostra una
serie di pieghe che hanno il compito di aumentare la superficie di contatto con le sostanze
alimentari; raggiunge una lunghezza di circa 45 cm nel coniglio adulto, con un diametro maggiore
rispetto agli altri tratti intestinali (circa 3 - 4 cm). Il contenuto cecale (100 - 120 g), ha una sostanza
secca pari a 21 - 24% (Fortun-Lamothe e Gidenne, 2006) e un pH leggermente acido (pH 5.4 - 6.8)
(Garcia et al., 2002). 11 cieco ha una capacita pari a circa il 49% della capacita totale dell’apparato
digerente (Portsmouth, 1977).

Al cieco seguono il colon, diviso in prossimale (circa 35 cm di lunghezza) e distale (80-100cm) ed
il retto.

Al digerente sono inoltre annessi altri tipi di tessuti, come quello linfoide e cellule specializzate, che
regolano I’interazione tra la mucosa intestinale, la popolazione microbica e lo sviluppo di

meccanismi di tolleranza, e protezione contro gli agenti patogeni (Carabano et al, 1998).

2.1. Ciecotrofia

Le dimensioni del cieco, sono giustificate dal fatto che il coniglio possiede una ricca popolazione
microbica intestinale che svolge un’azione simile a quella che si realizza nei ruminanti, con la
differenza che in questi ultimi le fermentazioni avvengono all’inizio del tratto digerente (a livello

ruminale) mentre nei conigli si realizzano alla fine di quest’ultimo (a livello ciecale) come avviene
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anche nel cavallo, per cui i prodotti derivanti dalle sintesi batteriche possono essere solo in parte
utilizzati.

A differenza del cavallo, nel coniglio si assiste ad una particolarita fisiologica interessante, la
ciecotrofia, che consente una piu efficiente utilizzazione dei prodotti delle sintesi microbiche
nonostante le fermentazioni avvengano a valle del digerente.

La ciecotrofia & un meccanismo per il quale il coniglio elimina durante la giornata due differenti tipi
di escreti: le feci dure e il ciecotrofo (o feci molli). La produzione di ciecotrofo avviene
principalmente durante le prime ore di luce mentre 1’ingestione di alimento e I’escrezione di feci
dure avvengono durante le ore di buio (Lebas e Laplace, 1974, 1975; Fioramonti e Ruckebush,
1976; Ruckebush e Hornicke, 1977; Battaglini e Grandi, 1988; Merino, 1994; Bellier et al., 1995;
Bellier e Gidenne, 1996; El-Adawy, 1996, Orengo e Gidenne, 2007) (Figura 2).

—&@— Ciecotrofo

—J— Alimento

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 22 24 2 4 6 7 8
Ore

Figura 2 — Escrezione delle feci dure e molli e ingestione della sostanza secca durante il giorno
(Carabafio e Merino, 1996)

Non si conoscono bene i fattori che regolano la produzione dei due tipi di feci, comunque sembra
accertato che la luce e ’alimentazione abbiano un ruolo predominante, ma anche 1’eta, lo stato
fisiologico e le modalita di somministrazione dell’alimento (razionato o ad libitum).

La ciecotrofia ha inizio a 3 - 4 settimane di eta (Orengo e Gidenne, 2007), quando il coniglietto
comincia a consumare alimento solido. Nei conigli in fase di post svezzamento (4 settimane di eta)
la produzione di feci morbide aumenta con 1’eta raggiungendo il massimo livello a 63 - 77 giorni.
La formazione del ciecotrofo avviene in seguito ad una separazione di tipo meccanico attuata nel
cieco (Figura 3), il quale attraverso delle contrazioni, spinge il suo contenuto verso il colon che

funge da organo selezionatore, poiché con movimenti peristaltici convoglia il materiale grossolano
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come la fibra, verso la parte distale, mentre le onde antiperistaltiche attuate dalle pieghe del colon,

spingono le particelle piu piccole e i liquidi nuovamente verso il cieco.
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Formazione delle feci dure Formazione del ciecotrofo

Fig. 3 Movimenti digestivi del tratto ileo-cieco-colico (Gidenne T.).

L] particelle fini e liguidi  \\\ particelle grandi (>300 pm);
-» movimenti peristaltici — movimenti antiperistaltici

In quest’ultimo si accumula quindi materiale formato da particelle piccole e dense, ricche di
sostanze facilmente fermentescibili, che subiscono una fermentazione microbica che porta alla
formazione di acidi grassi volatili (AGV).

Insieme alle spoglie batteriche, questo materiale va a costituire le feci molli, o ciecotrofo, formate
da una sequenza di sfere dalla consistenza pastosa (diametro 4 - 5 mm) rivestite da un film mucoso
di colore verdognolo e con un odore molto forte e caratteristico, dovuto alle grandi quantita di acido
acetico, butirrico e propionico presenti. Esiste quindi una grande differenza tra la composizione

chimica delle feci morbide e quelle dure (Tabella 5).
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Tabella 5 — Composizione chimica del contenuto ciecale, ciecotrofo e feci (valori medi espressi in
% sulla sostanza secca).

CONTENUTO CIECOTROFO FECI
CECALE

Umidita 77.9 71.2 41.3
Protidi Grezzi 24 28.7 11.7
Estratto Etereo 24 2.1 2.3
Fibra Grezza 24.2 22.2 35
Estrattivi Inazotati 37.3 35.9 39.7
Ceneri 12.1 111 9.3

Le feci molli vengono prelevate direttamente dall’ano e ingerite dopo un’abbondante insalivazione
(Gidenne e Poncet, 1985).

La doppia protezione costituita dal muco colico e dalla saliva e la rallentata motilita dello stomaco,
permette al ciecotrofo, dopo I’ingestione, di arrivare intatto all’intestino tenue, senza subire
I’attacco acido ed enzimatico dei succhi gastrici, cosi da permettere il recupero delle proteine
microbiche, nonché¢ 'utilizzazione dell’azoto ammoniacale e I’assorbimento di sali minerali, acqua
e vitamine del complesso B, di cui il ciecotrofo € ricco.

Le proteine contenute nel ciecotrofo sono ricche di amminoacidi essenziali come lisina, cisteina,
metionina e treonina (Proto, 1976; Spreadbury, 1978; Nicodemus et al., 1999; Garcia et al., 2004).
La formazione delle feci dure, invece, avviene nel colon nel quale, la parte fibrosa non digerita
attraverso movimenti peristaltici, arriva al colon distale dove le particelle piu grossolane (superiori
ai 3 mm di lunghezza) ricche di fibra indigeribile subiscono un ulteriore riassorbimento di acqua
(Cheeke, 1987; Castrovilli e Greppi, 1990).

2.2. Maturazione delle funzioni digestive

L’apparato digerente ha una doppia funzione, quella deputata alla digestione dei nutrienti e quella
deputata alla protezione contro microrganismi indesiderati. Queste funzioni si sviluppano
gradualmente a partire dalla vita fetale, fino al raggiungimento della completa maturita alle 11

settimane di vita.
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Lo sviluppo del digerente ¢ influenzato da fattori ontogenici quali eta, accrescimento dell’individuo,
dieta e interazione con la microflora intestinale (Fortun-Lamothe e Gidenne, 2006) e segue un
gradiente cranio-caudale (Fortun-Lamothe e Gidenne, 2006, Carabano et al, 1998). Alla nascita, lo
stomaco ed il piccolo intestino sono i tratti maggiormente sviluppati (Figura 4) e assicurano la
sopravvivenza del nuovo nato (Carabano et al, 1998). Infatti, dalla nascita fino a 18 - 20 giorni di
eta i coniglietti si nutrono di solo latte che viene assunto dalla madre una sola volta al giorno, in
grande quantitd: da un giorno a tre settimane di eta ’ingestione di latte aumenta da 10 fino ad
arrivare a 30 g/die.

A partire dalla meta della terza settimana di vita, i coniglietti cominciano a consumare anche
alimenti solidi con conseguente riduzione graduale dell’assunzione di latte materno.

Durante questa fase della vita, il cieco ed il colon si sviluppano maggiormente rispetto agli altri
tratti (Figura 4), rappresentando il 28% dell’intero tratto digerente a 3 settimane di eta ed il 44% ad
11 (Lebas e Laplce, 1972; Alus e Edwards, 1977; Xiccato et al, 2001).
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Figura 4: Peso relativo di ciascun tratto del digerente vuoto rispetto al peso corporeo (Le Bas e
Laplace, 1972; Garcia Rebollar et al., 2004; Galloise et al., 2005).

Inoltre, dalla terza alla settima settimana di vita, il cieco comincia a riempirsi, fino a raggiungere il
picco massimo tra la settima e la nona settimana di eta. Il suo accrescimento si completa ad 11
settimane di vita.

La mucosa intestinale (costituita da: epitelio, tessuto linfoide e cellule Globet) (Figura 5), va

incontro a profonde modificazioni morfologiche durante le settimane che seguono la nascita e la sua
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maturazione istologica si completa non prima del ventesimo giorno di eta (Toofanian e Targowsky,
1982).

Dome region of
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Figura 5: Organizzazione della mucosa digestiva del coniglio comprensiva dell’epitelio (enterociti,
cellule Globet e paneth cells) e del tessuto linfoide associato (follicoli linfoidi e cellule diffuse nella
lamina propria o nell’epitelio).

Le ghiandole che rivestono le pareti dello stomaco sono gia evidenti in feti a 26 giorni di
gestazione, mentre la comparsa dei villi intestinali e delle cripte di Lieberkuhn, si osserva al 29°
giorno di gestazione. Nelle prime settimane di vita i villi intestinali, che sono sottili e di forma
allungata, cominciano ad ispessirsi a tal punto che il rapporto altezza/larghezza si aggira intorno a
2.2 - 2.4 (Yu e Chiou, 1997; Van der Hage, 1998; Sabatakou et al., 1999).

Le cellule secernenti muco del cieco e del colon cambiano il loro aspetto a partire dal 16° giorno di
eta, quando inizia I’interazione con la flora intestinale e I’attivita fermentativa da essa svolta (Yu e
Chou, 1997; Sabatakou et al., 1999 a, b).

Nei primi 18 giorni di vita, periodo in cui i coniglietti si nutrono esclusivamente di latte, le
ghiandole presenti sulla mucosa del digerente, producono enzimi in grado di digerire la maggior
parte delle sostanze contenute nel latte, mentre la funzionalita e la maturita del pancreas non hanno

raggiunto ancora i livelli riscontabili in un coniglio adulto.
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Il pancreas infatti, aumenta notevolmente di peso e¢ volume quando 1’animale comincia ad
introdurre nella sua dieta alimenti solidi (Lebas et al., 1971). In questo periodo percio, le lipasi
gastriche effettuano la maggior parte dell’attivita lipolitica che si attua nell’intero digerente
(Marounek et al., 1995). L’attivita lattasica ¢ quella maggiormente presente fino ai 25 giorni di eta,
dopodiché inizia ad aumentare I’attivita di altri enzimi quali, saccarasi e maltasi; tali attivita
enzimatiche raggiungono il livello che si osserva in un coniglio adulto intorno ai 28 - 32 giorni di
eta (Gutierrez et al., 2002; Garcia Rebollar et al., 2004; Gallois et al., 2008b).

L’attivita proteolitica ¢ anche essa localizzata a livello gastrico nel giovane coniglio fino ai 60
giorni di eta ed e rappresentata da enzimi quali rennina (alla nascita, Henschel et al., 1972) e
pepsina (la cui attivita si accresce a partire dai 7 giorni di eta per stabilizzarsi dopo i 90 giorni,
Bernadac et al., 1991; Dojana et al., 1998); I’attivita proteolitica tende a stabilizzarsi al crescere di
quella che si sviluppa a livello di cieco, colon e pancreas (Marounek et al., 1995).

La digestione dei nutrienti, dai 21 ai 42 giorni di eta, risulta essere quindi limitata dalla mancanza di
enzimi come lipasi ed amilasi prodotti a livello pancreatico, nonché da enzimi gastrici, intestinali, e
quelli prodotti dalla flora microbica intestinale (ad es: cellulasi, xilanasi, ureasi ecc), che
consentono la digestione di alcuni tipi di fibra.

I microrganismi che abitano il cieco, danno come prodotto finale delle loro fermentazioni, acidi
grassi volatili (nell’ordine, acetico, butirrico e propionico), ammoniaca, anidride carbonica, metano
ed idrogeno.

L’attivita fibrolitica nel cieco non compare prima delle due settimane di eta (Padhila et al., 1995;
Pinheiro et al., 2001) e di conseguenza la produzione di AGV aumenta con 1’aumentare dell’eta dei
giovani conigli e si assiste anche ad una variazione nelle quantita dei vari acidi grassi volatili
sintetizzati (Bellier et al., 1995). Al contrario, la concentrazione di ammoniaca nel cieco,
diminuisce leggermente (Gidenne e Fortune-Lamothe, 2002). Questa situazione induce quindi, dai

15 ai 42 giorni di eta, una caduta del pH a livello cecale (Fortune-Lamothe e Gidenne, 2006).

2.3 Maturazione delle funzioni immunitarie

Il sistema immunitario associato alla mucosa intestinale (GALT, tessuto linfoide associato alla
mucosa intestinale), é responsabile della protezione della mucosa nei confronti dei patogeni e regola
la risposta infiammatoria.

Il sistema immunitario intestinale e particolarmente complicato in quanto non solo € responsabile

della difesa nei confronti di agenti infettivi, ma deve anche essere capace di distinguere gli antigeni
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della dieta e la flora fisiologicamente presente nell’intestino e sviluppare un efficace meccanismo di
tolleranza nei confronti di questi per evitare 1’insorgenza di allergie a certi alimenti o risposte
inflammatorie. La risposta di tolleranza e prioritaria rispetto a quella di difesa ed & quella che
assicura la sopravvivenza dell’animale.

Il primo effetto barriera contro i patogeni ¢ pero rappresentato dal muco che riveste I’epitelio e che
viene prodotto dalle cellule Globet, la cui funzione e quella di protezione dai danni di tipo
meccanico, chimico o enzimatico e relativi all’adesione dei batteri.

Una volta oltrepassato questo film mucoso, i patogeni giungono a contatto con la mucosa dove
incontrano il tessuto linfoide dell’intestino. Quest’ultimo si divide in due forme distinte (Carabano
et al., 2008):

- forma organizzata: follicoli linfoidi, distribuiti nelle cosiddette placche del Peyer, nell’appendice
ciecale (Mage, 1998), e nel sacculus rotundus;

- forma diffusa: localizzata sia nella lamina propria (linfociti della lamina propria) che nelle cellule
epiteliali della mucosa intestinale (linfociti intraepiteliali).

Il tessuto linfoide organizzato contiene numerosi follicoli che sono i centri principali nei quali si
avvia la risposta immunitaria intestinale.

La lamina propria (LP) é il sito di maggiore produzione di anticorpi di tutta la mucosa.
L’immunoglobulina piu importante sintetizzata nell’intestino ¢ la IgA, la cui funzione principale €
quella di mantenere I’integrita della mucosa rispetto a possibili infezioni e agenti tossici. Altra
immunoglobulina importante a livello intestinale € la IgE, che viene solitamente sintetizzata in
situazioni di reazioni allergiche.

Nella LP sono presenti anche linfociti T, prevalentemente con attivita ausiliaria (T helper, Th). |
linfociti intraepiteliali sono la prima linea di difesa nei confronti di infezioni della mucosa e sono
costituiti per la maggior parte da linfociti ad attivita citotossica (linfociti Tc).

La riposta immunitaria della mucosa intestinale pud essere cosi schematizzata. In seguito al
riconoscimento di un antigene, macrofagi e cellule dendritiche si incaricano di modificare
determinate componenti proteiche dello stesso e trasportarle ai linfociti T helper (Th o CD4+). |
linfociti Th si occupano della modulazione della risposta, secernendo citochine (proteine solubili)
che attiveranno la risposta umorale (complesso di citochine Th2) o una risposta cellulare
(complesso di citochine Th1). La risposta umorale, mediata dal complesso di citochine Th2, attiva i
linfociti B trasformandoli in plasmacellule secernenti le immunoglobuline (IgA, IgM, IgG ) contro
antigeni specifici, le quali porteranno ad una risposta di tolleranza. La risposta cellulare, mediata dal
complesso di citochine Thl, da luogo invece all’attivazione dei linfociti T citotossici (Tc o CD8+) e

alla morte della cellula che porta I’antigene.
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Inoltre, i linfociti citotossici possono essere attivati direttamente attraverso cellule della mucosa
(enterociti) mediante il complesso di immuno-isto-compatibilita di classe I (MHC-I). Questa
risposta € possibile quando si producono danni o aggressioni alla mucosa che facilitano la
penetrazione della stessa da parte di batteri, virus o tossine.

L’equilibrio della risposta di tolleranza (risposta umorale, Th2) o aggressivita (risposta cellulare,
Th1) del sistema immunitario non e stato completamente studiato, ma sembra che i batteri saprofiti,
soprattutto alcuni generi, possano influenzare la risposta immunitaria della mucosa verso
I’attivazione della via Th2 (Kelly et al., 2005).

Lo sviluppo del sistema immunitario, ed in particolare delle cellule B, nel coniglio puo essere diviso
in tre momenti (Knight e Crane, 1994):

- il primo stadio, fetale e neonatale, consiste in una linfopoiesi che creera il corredo
linfocitario neonatale e si svolge principalmente nel fegato e nel midollo osseo.

- il secondo stadio, consiste nella creazione di un repertorio primario di anticorpi tra la 3% e 8
settimana di vita dell’animale, mediante la proliferazione e diversificazione dei linfociti del
GALT.

- il terzo stadio che corrisponde alla formazione di un secondo corredo di anticorpi nell’eta
adulta degli animali, che riguarderebbe principalmente la proliferazione di cellule B in
organi linfoidi secondari.

Il corredo che si crea nel feto dipende da fattori genetici e dall’interazione con il sistema
immunitario materno. Diversamente, lo sviluppo del corredo primario dipende fondamentalmente
dalla popolazione microbica intestinale. Diverse review bibliografiche riferite sia al coniglio
(Knight e Windstead, 1997, Lanning et al, 2000) che all’'uomo (Kelly et al., 2005) hanno indicato
che la presenza della flora che normalmente risiede nell’intestino, e probabilmente di alcuni generi
in particolare, puo essere cruciale per lo sviluppo del corredo primario di anticorpi.

L’insediamento della flora intestinale nel coniglio si realizza gia durante la lattazione proprio
durante lo sviluppo del GALT (Lanning et al., 2000a; Vajdy et al., 1998), ma solo con il consumo
di mangime inizia a svilupparsi I’attivita fermentativa tipica di quest’ultima. In accordo con Lebas e
Laplace (1972), il peso del contenuto ciecale (espresso in rapporto al peso vivo dell’animale) si
duplica fra la terza e la quinta settimana di vita e tale proporzione elevata si mantiene fino alla
settima settimana. Tra la terza e la sesta settimana di vita, 1’area follicolare nell’appendice ciecale
aumenta, mantenendo poi la stessa proporzione fino all’eta adulta (Dasso et al., 2000). Anche la

zona proliferativa dei follicoli raggiunge il suo massimo sviluppo alla 6° settimana di vita.
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Tra i 19 e i 26 giorni di eta si realizza sia una aumento della proporzione dei linfociti totali rispetto

al numero di cellule della LP che un aumento della percentuale dei linfociti B rispetto ai linfociti T
(Campin et al., 2003).

Differenti indicatori suggeriscono che il sistema immunitario, prima delle otto settimane di eta, non
corrisponde ancora a quello di un animale adulto.
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3. SVEZZAMENTO E RELATIVE PROBLEMATICHE

Nel normale ciclo produttivo del coniglio, lo svezzamento viene praticato tra i 28 e i 35giorni di eta.
E questo un momento estremamente delicato in cui i giovani coniglietti vengono sottoposti a forti
stress di tipo individuale, ambientale ed alimentare.

In generale, i coniglietti iniziano ad uscire dal nido e quindi ad ingerire il mangime presente nella
gabbia fattrice, tra i 18 e i 21 giorni di eta. Tuttavia, finche la madre e presente nella gabbia, il latte
resta la principale fonte di nutrienti. Di conseguenza, quando i piccoli vengono separati dalla
fattrice si ha il passaggio da un’alimentazione quasi esclusivamente lattea (ricca in proteine animali
e grassi e povera di carboidrati), ad una esclusivamente solida (ricca di proteine vegetali e
carboidrati), subendo contemporaneamente il distacco dalla madre, nonché il cambio di gabbia e di
gruppo sociale.

Conseguentemente all’interruzione dell’ingestione di latte, si ha una diminuzione dell’ingestione di
immunoglobuline del latte e un ridotto consumo di alcuni nutrienti (Gallois et al., 2005), potendo
arrivare ad una insufficiente copertura dei fabbisogni dell’animale, sia per la crescita che per lo
sviluppo dell’apparato digerente e delle sue capacita digestive e immunitarie.

Questi innumerevoli cambiamenti, inoltre, avvengono in un momento in cui, come descritto nei
paragrafi precedenti, sia il digerente, che il GALT risultano essere ancora non completamente
maturi.

La risposta dell’animale a tutte queste variazioni € spesso una “superingestione” di alimento solido
che ha di frequente come conseguenza |’insorgenza di patologie enteriche ad eziologia
multifattoriale, che in condizioni di allevamento intensivo, possono determinare elevata morbilita e
mortalita e che si traducono in una sensibile riduzione della redditivita aziendale.

Attualmente, le principali patologie enteriche, responsabili della quasi totalita delle perdite
all’interno di un allevamento cunicolo, vengono classificate come segue (Peters, 1992):

1. enteriti multifattoriali: causate da agenti moderatamente patogeni (alcuni ceppi di Escherichia

coli e Bacillus piliformi), che causano una mortalita del 5-20%.

2. enteriti specifiche: dovute ad agenti molto patogeni, indipendenti da fattori ambientali o

alimentari predisponenti (ceppi di E. coli enteropatogeni, Eimeria piriformis, Eimeria intestinalis,
Eimeria flavescens). Hanno comparsa improvvisa e causano oltre il 30% di mortalita.

3. enterotossiemia-iota: indotta dalla proliferazione di Clostridium spiroforme in conseguenza a

dismicrobiosi ciecali di diversa eziologia.
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4. enteriti sub-cliniche: decorrenti con peggioramento dell’indice di conversione e saltuariamente
con manifestazioni diarroiche.

A queste patologie va aggiunta la Enterite Enzootica del coniglio che attualmente viene considerata
la principale causa di mortalita dei coniglietti nelle aziende cunicole europee (Dewree et al., 2003).
L’Enterite Enzootica ¢ un’enteropatia complessa, di gravita elevata, che pud portare la mortalita
nelle due settimane che seguono lo svezzamento fino a punte del 70 %, con morbilita che raggiunge
il 100% (Pérez de Rozas e coll., 2005). Non e stato possibile identificare un agente patogeno
specifico (Licois et al., 2000; Marlier et al., 2006; Szalo et al., 2007; Huybens et al., 2009) per cui si
parla di un’enteropatia ad eziologia multifattoriale con la concorrenza di un patogeno specifico (il
Clostridium perfringens) e di molti altri fattori ambientali (igiene delle strutture di allevamento,
condizioni di temperatura e umidita, ecc.). L enterite enzootica puo essere controllata con 1’impiego
di una premedicazione antibiotica.

Tra i fattori stressogeni menzionati che possono portare all’insorgenza di disturbi enterici, il cambio
di alimentazione sembra essere il maggior responsabile. In particolare, nella comparsa dei disturbi
digestivi sono imputati, il livello ed il tipo di fibra (De Blas et al., 1999b; Gidenne, 2000) ed il
livello di proteine (Carabafio et al., 2002).

E’ stato osservato (Gutierez et al., 2002) che il cambio di alimentazione a livello del tenue produce
un peggioramento delle caratteristiche della barriera intestinale legate ad una modificazione della
struttura della mucosa, nonché della sua funzionalita che facilitano la traslocazione dei batteri .
Inoltre, I’arrivo nella porzione terminale dell’ileo, di una maggiore quantita di substrato ingerito, fa
si che da un lato venga richiamata acqua nel cieco-colon, con conseguenti diarree, dall’altro si crei
una situazione favorevole per i batteri cecali, che utilizzano tali substrati per le proprie
fermentazioni.

I prodotti finali di tali fermentazioni, si accumulano determinando forti variazioni di pH a livello
intestinale, che a loro volta possono favorire la proliferazioni di batteri patogeni.

L’apporto di amido, nonché il livello ed il tipo di fibra, nelle diete sembra essere determinante

nell’insorgenza di tali disturbi.

3.1. Apporto di amido

Nell’alimentazione del coniglio, I’amido rappresenta la fonte energetica per eccellenza in quanto
altamente digeribile; il suo impiego é tuttavia condizionato dalla possibile insorgenza di disturbi
digestivi, soprattutto quando si tratta di animali giovani (Gidenne, 1996). La digeribilita dell’amido
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varia, infatti, in base allo stato fisiologico dell’animale ed alle fonti glucidiche utilizzate. Gli
animali giovani non digeriscono appieno questo polisaccaride, in quanto mancano del giusto
corredo enzimatico (amilasi) che sara pressoché completo intorno alle 5 - 6 settimane di eta.

In quanto alla fonte, ’amido delle cariossidi di mais ¢ molto meno digeribile di quello contenuto
nell’orzo (Blas et al., 1990).

In bibliografia esiste qualche lavoro relativo all’effetto dei livelli di amido sulle prestazioni
produttive in giovani conigli rapportate al loro stato di salute (Blas e Gidenne, 1998). Nei conigli
pit giovani nel post-svezzamento si consiglia un apporto di amido inferiore all’8% (Gidenne ¢
Fortun-Lamothe, 2002) per il rischio di un eccessivo flusso di amido a livello ciecale.

Gidenne et al. (2006) hanno osservato in conigli in fase di svezzamento (28-35 d), un maggior
impatto della fibra rispetto all’amido sullo stato di salute a livello ciecale.

Allo stato attuale delle conoscenze, si pud comunque affermare che il contenuto ottimale di amido
in diete per conigli in svezzamento va dal 10 al 13% (Maertens, 1992; Gidenne e Fortun-Lamothe,
2002), arrivando a valori di amido del 17-20% per le fasi successive di ingrasso e per i riproduttori
(Maertens, 1992; Xiccato, 1993).

3.2. Apporto di fibra

L’effetto benefico della fibra sulla fisiologia digestiva del coniglio ¢ stato largamente dimostrato
nella bibliografia internazionale (Lebas, 1989; Blas e Gidenne, 1998; De Blas e Mateos, 1998).
L’apporto minimo consigliato ¢ del 5 % di fibra indigeribile (ADL) (Gidenne, 2003).

Al di sotto di tale valore si puo verificare un drastico rallentamento della motilita ciecale con
conseguente possibilita da parte della microflora di intaccare la frazione proteica della dieta
causando un innalzamento del livello di azoto ammoniacale e quindi del pH che favorisce lo
sviluppo della componente microbica patogena (Gidenne, 1996; Bennegadi et al., 2000).

D’altra parte un apporto eccessivo di fibra induce un aumento della velocita di transito con
diminuzione della digeribilita della dieta e quindi peggioramento dell’indice di conversione.

In animali svezzati a 25 giorni e alimentati con diete al 25, 30 e 35 % di NDF, Nicodemus et al
(2004) hanno osservato una diminuzione della mortalita per enteropatia enzootica soprattutto
utilizzando diete con apporto intermedio di fibra.

Si e osservato inoltre, che quando si € passati da diete con un contenuto di NDF del 36 % a diete in
cui 'NDF era pari al 30 %, la mortalita si riduceva, miglioravano le prestazioni produttive in

seguito ad una migliore utilizzazione dei nutrienti, e la mucosa non subiva variazioni nella sua

25



struttura (Gutiérrez et al., 2002), per cui livelli superiori di fibra risultano superare la capacita
fermentativa del cieco relativa all’eta e favorire la crescita di patogeni.

Alcuni autori (Chiou et al., 1994, Garcia et al., 1997) hanno riportato che 1’inclusione nella dieta di
fibre solubili (pectine) ha favorito la crescita dei villi intestinali e ’attivita degli enterociti con
conseguente riduzione della comparsa di C. perfringens nel cieco e di patogeni opportunisti come
Campilobacter sia nell’ileo che nel cieco, mentre I’inclusione di fibre lignificate ha prodotto
un’atrofia strutturale e una minore attivita delle cellule intestinali. I risultati ottenuti con diete da
svezzamento hanno evidenziato quindi, che il livello di fibra solubile puo giocare un ruolo
importante anche nella riduzione della comparsa dell’enterite enzootica, e che le migliori risposte a

riguardo si sono ottenute con livelli di fibra solubile nel mangime pari al 10 - 12%.

3.3. Apporto di proteine

Per quanto riguarda il livello di proteine ed il tipo di amminoacidi da esse apportati, i livelli
raccomandati nelle prime fasi di crescita, sono elevati sia per coprire i fabbisogni di accrescimento
(Trocino et al., 2000), sia per il rinnovo ed il mantenimento della mucosa intestinale, che per i primi
35 giorni di eta segue ritmi davvero elevati (Lebas e Laplace, 1972).

C’¢ da dire, pero, che un elevato flusso di proteine nell’ileo, per lo piu di origine vegetale, e quindi
meno digeribili rispetto a quelle animali, rappresentate dalle proteine del latte, pud danneggiare la
mucosa intestinale ed aumentare il flusso di azoto al cieco con conseguente innalzamento del pH e
quindi modificazioni della flora microbica ed insorgenza di patologie a carico del digerente, che si
verificano in seguito a meccanismi di esclusione competitivi tra la flora fisiologicamente abitante
I’intestino e quella patogena.

L’importanza della riduzione del flusso di proteina nell’ileo (mediante 1’utilizzazione di fonti piu
digeribili o abbassando il livello di proteina) sulla mortalita e stata confermata in diversi studi
(Garcia et al., 2004; Chamorro et al., 2005).

Anche il tipo di amminoacidi essenziali, sembra perd avere una grande importanza; infatti i
meccanismi di difesa della barriera intestinale possono avere uno specifico fabbisogno in
aminoacidi. La treonina, ad esempio, & un componente maggioritario delle proteine della mucina ed
il glutammato, € il principale aminoacido utilizzato dagli enterociti come fonte energetica, €

essenziale nei meccanismi di riparazione della mucosa (Le Floc’h e Seve, 2000; Reeds, 2000).
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Dalla disamina effettuata, appare quindi evidente come sia una necessita profondamente sentita
dagli allevatori di conigli utilizzare sostanze ad attivita antibatterica che possano migliorare lo stato
sanitario dell’apparato digerente nei coniglietti, soprattutto nel periodo intorno allo svezzamento.
Fino ad oggi, la premedicazione antibiotica e stata in assoluto la via piu utilizzata, ma da qualche
anno a questa parte, sono richiesti cambiamenti radicali da questo punto di vista. Nei capitoli
successivi vedremo che ruolo hanno avuto gli antibiotici, come é cambiata la normativa e quali sono

le alternative attualmente possibili.
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4. IMPIEGO DI ANTIBIOTICI NELI’ALLEVAMENTO ZOOTECNICO

La scoperta dell’attivita degli antibiotici come promotori della crescita risale a circa la meta del
secolo scorso quando Stokstad and Jukes (1949) somministrarono ai pulcini i prodotti della
fermentazione del batterio Streptomyces aureofaciens. La ricerca aveva lo scopo di fornire agli
animali una fonte di vitamina B12, ma la conseguenza fu una stimolazione della crescita talmente
evidente rispetto al gruppo controllo, da non poter essere spiegata soltanto con un piu adeguato
apporto vitaminico.

Nel giro di poco tempo si scopri che la causa delle migliori performance di accrescimento dei polli
risiedevano nell’attivita antibiotica dei residui prodotti della fermentazione. Questa scoperta fu
rapidamente estesa ad altri antibiotici e ad altre specie animali, rendendo sempre piu diffuso ’uso di
antibiotici a dosi subterapeutiche quali promotori della crescita. Nell” ultimo decennio, una notevole
quantita di antibiotici sono stati usati in produzione animale a scopo terapeutico, ma anche come
promotori della crescita.

L’uso profilattico ha lo scopo di avere un effetto terapeutico, ma le modalita di somministrazione si
avvicinano a quelle dei promotori della crescita. D’altra parte, 1’uso di antibiotici come promotori
della crescita ha anche una discreta azione profilattica.

Nelle specie zootecniche a ciclo breve come, per esempio, conigli e polli, I’impiego di antibiotici
avverra per un periodo breve.

Sebbene numerose ricerche siano state effettuate per studiare il meccanismo d’azione degli
antibiotici promotori della crescita, ancora poco si conosce sui loro effetti pratici. Il fatto che
animali germ-free solitamente non rispondono al trattamento con antibiotici promotori della crescita
suggerisce fortemente che la loro principale o piu immediata azione si esplichi sulla flora batterica
intestinale.

batterici ad azione tossica, un ridotto turnover dell’epitelio, e una riduzione della motilita
intestinale.

E comunemente assunto che gli antibiotici promotori della crescita aiutino a ridurre ’incidenza di
malattie e quindi a migliorare le performance degli animali in produzione zootecnica, ma é anche
ampiamente dimostrato (Barton, 2000) che I’efficienza di queste sostanze ¢ strettamente collegata

alle condizioni igienico-sanitarie dell’allevamento.
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Tuttavia, I’uso indiscriminato di antibiotici (non soltanto nell’ambito delle produzioni animali) ha
avuto come conseguenza la comparsa di ceppi batterici antibiotico resistenti (Kyriakis et al.,1999;
Budino et al., 2005; Wegener, 2006)

In particolare, cio che preoccupa la comunita scientifica € che sono proprio i ceppi patogeni a
sviluppare con maggiore frequenza la resistenza patogeni nei confronti degli antibiotici (Falcao-e-
Cunha et al., 2007)

Un’analisi pubblicata recentemente sul British Medical Journal (Cars et al., 2008) prospetta un
quadro non proprio roseo. Infatti, la rapidita con cui i batteri riescono a sopravvivere agli antibiotici
e molto superiore al ritmo con cui le aziende farmaceutiche mettono a punto nuove “armi”.
Attualmente si considera che il 70 % dei batteri responsabili di infezioni ospedaliere siano resistenti
ad almeno uno degli antibiotici pit comunemente utilizzati (WHO, 2011). Diventa quindi
necessario controllare il consumo ingiustificato o inappropriato di antibiotici da parte dell’'uomo,
ma anche fare attenzione alle produzioni zootecniche dove 1’uso di antibiotici ¢, come abbiamo
visto, piuttosto frequente potendo causare sia di per sé antibiotico resistenza legata alle modalita
d’impiego ma anche determinare la presenza di residui ad attivita antibatterica negli alimenti di
origine animale (Chen et al., 2005; Roselli et al., 2005).

Tutto ci0 ha reso necessario I’intervento della Comunita Europea che, a partire dal 1° gennaio 2006,
ha sancito un generale divieto all’uso di antibiotici a dosi subterapeutiche (EC Reg. 1831/2003)
nelle produzioni zootecniche.

A differenza di quanto si verifica per gli allevamenti di polli e di maiali, in cui la creazione di
programmi di prevenzione che possano assicurare una riduzione dell’utilizzo degli anitbiotici ¢ piu
fattibile, nei conigli europei sottoposti ad allevamento intensivo, il divieto dell’utilizzo di antibiotici
e da subito apparso non sempre possibile, a causa delle elevate mortalita nel post-svezzamento
legata soprattutto alla enteropatia enzootica del conigli.

Gli Stati membri hanno adottato differenti strategie per prevenire o controllare questi disordini
digestivi. Per esempio, in Italia alcune molecole antibiotiche come la Zn-bacitracina, sono state
autorizzate per 1’uso sperimentale nei mangimi per conigli (Legge italiana, 2006). Tutte le altre
molecole ad attivita antibiotica possono essere utilizzate come additivi alimentari soltanto sotto
prescrizione del medico veterinario aziendale.

Anche in vista di restrizioni sempre piu severe sull’'uso di antibiotici a dosi subterapeutiche, gia da
tempo numerosi ricercatori si sono impegnati, nel campo della coniglicoltura e non solo, a cercare
delle molecole che possano essere usate come additivi alimentari ed avere un effetto sovrapponibile

a quello degli antibiotici.
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5. LE ALTERNATIVE AGLI ANTIBIOTICI

5.1. | Probiotici

L’interesse verso 1 probiotici risale al 1908 quando, il biologo russo Elie Metchnikoff propose la
tesi che la longevita dei pastori bulgari e caucasici (cioé la frazione della popolazione che arrivava a
cento anni) dipendesse dal consumo massiccio di yogurt.

Sono definiti probiotici, le preparazioni di microrganismi vivi che, somministrati nelle giuste
quantita, sono in grado di esercitare un effetto positivo sulla salute dell'ospite con il risultato di
rafforzare I'ecosistema intestinale, sia che si tratti di esseri umani che di animali (Fuller, 1989;
Hamilton, 2003).

I meccanismi di azione dei probiotici sono stati studiati ed ipotizzati da diversi autori (Ziemer e
Gibson, 1998; Ouwehand et al., 1999; Simon et al., 2003), spesso perd solo in vitro per cui
necessitano di essere comprovati anche in vivo (Thomke e Elwinger, 1998; Guillot, 2001). Tali
meccanismi possono cosi essere riassunti:

- esclusione competitiva nei confronti dei microrganismi patogeni (Fuller, 1989; Sissons,
1989; Bomba et al., 2002);

- inibizione della crescita dei patogeni attraverso la produzione di sostanze tossiche
(MantereAlhonen, 1995; Guerra et al., 1997; Zimmermann et al., 2001; Bomba et al., 2002;
Marinho et al., 2007);

- stimolazione della produzione di enzimi da parte dell’organismo ospite;

- produzione di vitamine;

- stimolazione del sistema immunitario.

La maggior parte dei microrganismi considerati probiotici sono ceppi di batteri Gram positivi del
genere Bacillus (B. cereus, var. toyoi, B. licheniformis, B. subtilis), Enterococcus (E. faecium),
Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. farciminis, L. plantarum, L. rhamnosus), Pedicoccus (P.
acidilactici) e Streptococcus (S. infantarius) ed alcuni funghi come Saccharomyces cerevisae.
Molte delle prove svolte hanno mostrato effetti positivi dei probiotici (in particolare per quanto
riguarda polli e maiali in accrescimento) anche in condizioni igieniche al disotto del livello ottimale
(Thomke e Elwinger, 1998, Simon et al., 2003, Vondruskova et al., 2010); qualche autore ha invece
osservato risultati negativi sulle performance di accrescimento (Doyle 2001) in seguito all’utilizzo
di queste sostanze.

La mancanza di coerenza nei risultati puo essere legata a diverse cause relative agli animali (Simon
et al., 2003) (dieta, stress, malattie, ecc) o ai probiotici utilizzati per le prove (specie, ceppo,

preparazione tecnologica, dose di somministrazione ecc).
30



Le proprieta che i probiotici devono possedere, per essere riconosciuti come tali, sono:

sicurezza;

resistenza ai processi tecnologici;

- resistenza all’acido gastrico e alla bile;

- adesione all’epitelio intestinale;

- capacita di persistere, anche se per brevi periodi, nel tratto gastrointestinale;

- produzione di sostanze antimicrobiche;

- modulazione della risposta immunitaria dell’ospite;

- influenza delle attivita metaboliche dell’ospite (ad esempio assimilazione del colesterolo,

produzione di vitamine, attivita lattasica).

E stato riportato, in uno studio sviluppato su maiali in accrescimento, che 1’azione dei probiotici
puo essere potenziata da altre sostanze come acidi grassi polinsaturi, maltodestrine o

fruttoligosaccaridi (Bomba et al., 2002).

Nei conigli, la letteratura risulta essere molto piu scarsa ed in particolare, le prove che tengono in
considerazione le attivita ciecali o la digeribilita risultano insufficienti, in quanto nella maggior
parte dei casi, sono stati studiati gli accrescimenti, la riproduzione e la mortalita degli animali in
prova.

Tali studi pero hanno fatto riscontrare miglioramenti nella media degli incrementi di peso vivo degli
animali e la mortalita si ¢ ridotta in gran parte degli esperimenti effettuati (Falcao-e-Cunha et al.,
2007).

In questo momento sono solo due i probiotici approvati dalla UE per i conigli. Uno ¢ il Bacillus
cereus var. toyoi, I’altro invece € un lievito, Saccharomyces cerevisiae NCYC Sc 47.

Ad ogni modo I’approccio allo studio dei probiotici relativamente ai loro effetti dovrebbe essere lo
stesso di quello utilizzato in umana ed in altre specie zootecniche. Bisognerebbe concentrarsi ad
esempio, sulle condizioni chimico fisiche del lume intestinale, sulle attivita enzimatiche sull’effetto
barriera dell’epitelio intestinale, nonché sugli effetti prodotti nel sistema immunitario.

Va anche considerato che nel coniglio 1’uso di probiotici € spesso difficoltoso considerato il basso

pH gastrico dell’animale dopo lo svezzamento.
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5.1,2 1 Lattobacilli

Classificazione

Il Lattobacilli sono  batteri Gram-positivi, anaerobi facoltativi o microaerofili, di forma
bastoncellare. In natura ne esistono almeno 60 specie e costituiscono la maggior parte del gruppo di
batteri lattici, cosi chiamati in quanto la quasi totalita dei loro membri converte il lattosio e altri
zuccheri in acido lattico attraverso la fermentazione lattica. Essi sono molto comuni e di solito non
patogeni. Negli esseri umani sono presenti nella vagina e nel tratto gastrointestinale, in cui sono
simbiotici e costituiscono una piccola parte del microbiota umano. Per diversi membri del genere €

stato ultimato il sequenziamento del genoma.

I lactobacilli producono soprattutto acido lattico per fermentazione degli zuccheri, riducendo il pH
dell'ambiente in cui crescono, ma anche acido acetico, etanolo, anidride carbonica ed altri composti
secondari. L'acidificazione dell’ambiente in cui vivono ha un ruolo fondamentale nella protezione

del sistema gastrointestinale poiche inibisce la crescita di alcuni microrganismi patogeni.

I lactobacilli sono distinti in omofermentativi, nel caso producano quasi esclusivamente acido lattico
(oltre il 90% dei prodotti di fermentazione), oppure eterofermentativi, responsabili in questo caso
della fermentazione eterolattica, con secrezioni composte per circa il 50% di acido lattico e 50% di
altre sostanze. Durante la fermentazione, la competizione tra questi diversi ceppi di lactobacilli
determina in sostanza il contenuto prevalente in acido lattico. Molti lactobacilli sono aerotolleranti a

dispetto della completa assenza di catene respiratorie.

In relazione al metabolismo, le specie di Lactobacillus possono essere divise in tre gruppi:

e Omofermentativi obbligati (Gruppo I)

« L. acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus, L. salivarius
« Eterofermentativi Facoltativi (Gruppo 1)

e L. casei, L. curvatus, L. plantarum, L. sakei
o Eterofermentativi obbligati (Gruppo I11)

e L. brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. reuteri
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Utilizzo in campo umano e animale

I Lattobacilli sono riconosciuti come probiotici, capaci di migliorare lo stato sanitario dei loro ospiti
dopo somministrazione orale e parenterale (de Waard et al, 2001; Oyetayo et al., 2003). Alcuni dei
loro benefici includono la prevenzione di infezioni intestinali (Tannock, 1983; Casas e Dobrogosz,
2000), il controllo del colesterolo sierico (Bertazzoni et al., 2001), il rafforzamento delle difese
immunitarie (Aattouri et al., 2001) nell’'uomo e nei ratti, il miglioramento dell’accrescimento nei
suini e nel pollame (Baird, 1977; Chang et al, 2001).

Le azioni benefiche di questi microrganismi sull’ospite possono variare tra le specie e persino tra
ceppi appartenenti alla stessa specie.

| batteri lattici probiotici vengono commercializzati sotto forma di colture liofilizzate di ceppi
appositamente selezionati. Si somministrano per via alimentare e, migliorando 1’equilibrio del
micro-ecosistema gastroenterico, producono una serie di effetti positivi da un punto di vista
sanitario e zootecnico, quantitativi e qualitativi.

I ceppi microbici sono molto differenti tra loro e non forniscono gli stessi risultati, per questo nella
Comunita Europea ¢ permesso l’impiego dei soli microrganismi probiotici “approvati” da un
apposito Comitato Scientifico comunitario (SCAN) che li ha valutati nei loro aspetti di sicurezza e

di efficacia.( Newsletter zootecnica n.50, del 24 maggio 2007)

Meccanismo d’azione

Il meccanismo attraverso il quale questi probiotici influenzano il loro ospite, € migliorare la barriera
intestinale. Questo puo essere dovuto a una competizione per il sito di adesione con alcuni patogeni,
alla produzione di composti inibitori, al riequilibrio della flora microbica e del metabolismo dopo
disturbi gastrointestinali (de Waard et al, 2001; FAO / OMS, 2001).

5.2 | Prebiotici

| prebiotici sono un gruppo di composti costituiti da catene carboniose (oligosaccaridi) che non
possono essere digeriti nello stomaco dei monogastrici, ma possono essere utilizzati dalla
microflora intestinale (Fishbein et al., 1988).

| prebiotici possono essere estratti direttamente da fonti naturali (piante, lieviti, ecc) oppure essere
prodotti in seguito ad idrolisi, o reazione di transglicosilazione, a partire da polisaccaridi (Oku,
1996).

In tabella 6 sono riportati i diversi prebiotici e la loro provenienza.
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Tabella 6: Oligosaccaridi non digeribili (OND) usati come prebiotici (Grizard e Barhomeuf, 1999;
Zimmermann et al., 2001; Thuohy et al., 2005).

OND Modalita di produzione
Mannanoligosaccaridi (MOS)  Sintesi enzimatica dal mannosio

Galattoligosaccaridi (GOS) Transgalattosilazione del lattosio con B-galattosidasi di
Aspergillus Oryzae
Fruttoligogosaccaridi (FOS) Idrolisi ~ enzimatica  dall’inulina/transfruttosilazione  del

saccarosio
Soiaoligosaccardi Estrazione dalla soia
Xiloligsaccaridi Idrolisi enzimatica dello xilano
Lattulosio Isomerizzazione del lattosio
Inulina Isolata dalle radici della cicoria

I prebiotici possono stimolare selettivamente alcune specie di batteri intestinali, che hanno
potenziale effetto benefico sulla salute dell'ospite (Gibson e Roberfroid, 1995; Flickinger et al.,
2003; Gibson, 2004; Marinho et al,. 2007;. Rayes et al., 2009).

A differenza dei probiotici, i prebiotici esercitano la loro azione sulla flora gia presente a livello
intestinale, quindi hanno il vantaggio di evitare 1’introduzione di microrganismi esterni, in pit non
comportano problemi relativi al trattamento tecnologico in quanto resistono ai trattamenti termici,
ma anche alla spiccata acidita dell’ambiente gastrico.

I meccanismi d’azione ipotizzati per i prebiotici sono diversi: in primo luogo rappresentano una
fonte di nutrimento per i batteri saprofiti dell’intestino, potenziandone I’attivita e migliorando
I’ambiente enterico; inoltre, sono capaci di stimolare il sistema immunitario associato alla mucosa
intestinale. Alcuni prebiotici hanno la capacita di bloccare i siti di attacco alla mucosa intestinale di
alcuni microrganismi patogeni, impedendone ’adesione e quindi la proliferazione. L’aggiunta di
tali oligosaccaridi alle diete, influisce sulla concentrazione degli AGV, dell’acido lattico e
dell’ammoniaca a livello intestinale (Pie et al., 2007).

L’incremento della concentrazione degli acidi grassi a catena corta, stimola 1’attivita batterica e la
proliferazione della flora microbica stabilmente presente nell’intestino. Inoltre, aumentano anche le
concentrazioni di butirrato, che rappresenta la principale fonte di energia per gli enterociti (Houdijk
et al., 2002; Vondruskova et al., 2010).

Diversi studi hanno messo in luce che I’effetto, ottenuto con 1’uso dei prebiotici, varia a seconda del

tipo di polisaccaride utilizzato, della modalita di utilizzazione (Patterson e Burkholder, 2003; Lan et
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al., 2005), ¢ della concentrazione (Mourio et al., 2006). Quest’ultima puo essere un fattore limitante
relativamente agli alti costi che i prebiotici hanno.

Tra i prebiotici utilizzati nell’alimentazione del coniglio, Lebas (1996), ha riscontrato, in seguito
all’aggiunta di Fruttoligosaccaridi (FOS) al mangime, una risposta positiva sull’indice di
conversione alimentare, ma non ha trovato effetti sull’incremento di peso medio giornaliero, mentre
Aguilar et al. (1996) nello stesso tipo di disegno sperimentale hanno evidenziato una situazione
opposta.

Luick et al. (1992) e successivamente Mourao et al. (2004), non hanno osservato nessun effetto
significativo inseguito all’impiego di FOS alla dieta dei conigli in accrescimento.

Morisse et al. (1992), con I’aggiunta di FOS alle diete dei conigli hanno riscontrato un incremento
nella popolazione di Escherichia coli fisiologica, un aumento di AGV e un decremento della
concentrazione di ammoniaca nel contenuto cecale, rispetto al gruppo controllo.

In seguito all’impiego di Galattoligosaccaridi (GOS) (Peeters et al., 1992; Gidenne, 1995), le
performance di conigli all’ingrasso non hanno mostrato differenze statisticamente significative, ma
Gidenne (1995) ha riscontrato invece, negli animali trattati, un significativo aumento della
mortalita.

Per quanto riguarda la sostituzione con inulina, Volek et al. (2005) hanno comprovato che, negli
animali in prova, il pH cecale ha subito una riduzione in seguito all’incremento della
concentrazione di acidi grassi volatili; Martens et al. (2004) riscontrarono precedentemente anche

una variazione nella proporzione di butirrato.

5.2,1 I Mannano-oligosaccaridi

Tra i vari oligosaccaridi, i MOS, derivati dalla parete cellulare di Saccharomyces cerevisiae, sono
considerate la piu promettente alternativa agli antibiotici (Kocher, 2006), e si sono dimostrati in
grado di prevenire la colonizzazione della mucosa gastroenterica da parte di batteri patogeni,
nonché di stimolare la risposta immunitaria locale attraverso 1’incremento dell’attivita dei

macrofagi e dei linfociti T (Lyons e Bourne,1995).

Chimica dei mannano-oligosaccaridi

I mannano-oligosaccaridi fanno parte di complessi glucomannanoproteici presenti nelle pareti
cellulari dei lieviti, in particolare di Saccharomyces cerevisiae. Nella loro struttura una molecola di
mannosio (Figura 1) si ripete numerose volte per formare una catena. Chimicamente, possono

essere estratti mediante lisi e centrifugazione delle cellule fungine: cido permette 1’isolamento dei
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componenti della parete cellulare e quindi la loro separazione. Al termine di questa operazione le

molecole che interessano sono opportunamente lavate ed essiccate.

Figura 1. Molecola di mannosio
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Nella parete cellulare i mannano-oligosaccaridi sono presenti, quindi, sotto forma di molecole
complesse legate ad una porzione proteica. Esistono due principali localizzazioni dei mannano-
oligosaccaridi sulla superficie della parete cellulare del Saccharomyces cerevisiae (Stewart and
Russel, 1998). Essi possono essere legati alle proteine della parete cellulare (Lesage and Bussey,
2006) come parte di —O e —N gruppi glucidici, nonche possono essere elementi piu semplici di
lunghi polisaccaridi di a-D-mannanosio (Kath et al., 1999), che sono costituiti da ramificazioni o-
(1,2)- e 0-(1,3)- D-mannosio (da 1 a 5 anelli), legati a loro volta ad una lunga catena a-(1,6)-D-
mannosio (Vinogradov et al., 1998) (Figura 2). Questa specifica combinazione di vari elementi
funzionali comprende proteine coniugate con mannano-oligosaccaridi altamente idrofile e
mannanoligosaccaridi con struttura variabile, simile ad una spazzola che possono adattarsi a vari
recettori presenti nel tratto gastrointestinale degli animali (Mansour et al., 2003) e ai recettori
presenti sulla superficie delle membrane batteriche (Garofalo et al., 2008). I mannano-
oligosaccaridi sotto forma di coniugati proteici sono coinvolti nell’interazione con il sistema
immunitario degli animali migliorandone la risposta (Wismar et al., 2010). Essi possono, inoltre,
giocare un ruolo chiave nei meccanismi di difesa antiossidanti e antimutageni (Krizcova et al.,
2006).
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Figura 2. Struttura chimica dei mannani ottenuti dalla parete cellulare del S. cerevisiae
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Meccanismo d’azione dei MOS

Il meccanismo d’azione dei MOS ¢ basato su una sorta di esclusione competitiva (Zimmermann et
al., 2001; Shim et al., 2005).

Alcuni batteri enterici si attaccano alla superficie intestinale per mezzo delle fimbrie di tipo 1. Una
volta attaccati, possono colonizzare 1’intestino e causare patologie. Un certo numero di patogeni,
compresi gli enteropatogeni e gli enteroemorragici E. coli, Hafnia alvei, un ceppo di Citrobacter
freundii, causano lesioni da “attacco” alla mucosa intestinale del coniglio (Agin et al., 1996).
Numerosi batteri posseggono fimbrie di tipo 1, che sono specifiche per il mannosio e che
determinano I’attacco ai mannosio-recettori sulle cellule intestinali.

Studi in vitro hanno mostrato che 1’80 % di Salmonella typhimurium, il 67 % di Salmonella
enteritidis e oltre il 65 % di E. coli posseggono fimbrie per I’attacco ai mannosio-recettori (Duguid
et al., 1966).

Ulteriori studi in vitro hanno anche dimostrato che la presenza di d-mannosio pu0 inibire
I’associazione mediata da fimbrie di tipo 1 tra E. coli e mucosa intestinale umana (Ofek et al., 1977)

e Salmonella ed enterociti del piccolo intestino di ratti (Linquist et al., 1987). Sebbene il mannosio
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sia la chiave per I’attacco batterico il suo costo, come gia detto in precedenza, per I’impiego in
alimentazione animale sarebbe troppo elevato.

Il complesso alfa-1-3 e alfa-1-6 mannano oligosaccardi ramificati (MOS) estratto dalla parete
cellulare dei lieviti & 37 volte piu efficace del d-mannosio nel legare E. coli (Firon et al., 1983).
Quindi 1 mannani hanno un’effettiva capacita di bloccare i1 recettori di alcuni batteri patogeni e
impedirne 1’adesione alla mucosa intestinale.

I carboidrati contenenti mannosio sono presenti nella parete cellulare dei lieviti e, opportunamente
estratti, sono facilmente reperibili in commercio. Alcuni studi hanno dimostrato che i MOS possono
rappresentare una valida alternativa agli antibiotici nei polli (Samarasinghe et al., 2003; Hooge et
al., 2003; Sims et al., 2004).

I MOS hanno determinato miglioramento delle performance di accrescimento nei boiler (Hooge et
al., 2003) e nei tacchini (Sims et al., 2004) equivalenti ai risultati ottenuti utilizzando la bacitracina.
E anche stato osservato che i MOS somministrati a dosi pil elevate del 2.5 % alle diete per pulcini
influenzano la composizione della microflora intestinale aumentando il numero di Bifiobacterium
sp. e Lactobacillus sp., mentre si riducono i gruppi di Enterobacteriaceae (Fernandez et al., 2002).
Per quanto riguarda i conigli, Fonseca et al. (2004) non hanno riscontrato differenze tra le
performance di accrescimento di conigli che ricevevano ossitetraciclina o MOS a 2.0 g/kg mentre il
tasso di mortalita é risultato significativamente pit basso nel gruppo alimentato con MOS.

Pinheiro et al. (2004) osservarono che 1’aggiunta di 2.0 g/kg MOS alle diete per conigli stimolava lo
sviluppo dei villi intestinali e la produzione di acidi grassi volatili riducendo il pH del cieco e il
tasso di mortalita.

Recentemente, anche Guedes et al. (2009) hanno osservato che I’aggiunta di 2.0 g/kg di MOS alla
dieta determina un aumento della concentrazione di acidi grassi volatili nel cieco dei conigli in
accrescimento, mentre Pinheiro et al. (2009) hanno segnalato che la concentrazione di 1.0 ¢
MOS/kg non ¢ sufficiente per ridurre I’effetto negativo dovuto ad un basso contenuto di fibra nelle
diete di conigli in accrescimento.

Mourao et al. (2006), confrontando I’effetto dei MOS a 1.0, 1.5 e 2.0 g/kg rispetto alla Zn-
Bacitracina su conigli in accrescimento tra 32 e 67 giorni di eta non hanno trovato differenze in
termini di mortalita e velocita di accrescimento, probabilmente a causa del tasso di mortalita molto
basso registrato in azienda (da 1 a 7 %). Tuttavia, la somministrazione di MOS ha determinato una
migliore integrita della mucosa intestinale e ha mostrato anche un migliore effetto contro i comuni

patogeni.
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Storia dei Mannano-oligosaccaridi come supplementi dietetici.

L’ipotesi che i mannano-oligosaccaridi potessero avere un ruolo nel mantenimento di un adeguato
stato sanitario dell’apparato digerente degli animali domestici inizio a formarsi verso la fine degli
anni 80 quando diversi gruppi di ricercatori, indipendentemente osservarono la capacita del
mannosio, versione pura degli zuccheri complessi dei MOS, di inibire le infezioni da Salmonella nei
polli. | vari autori avevano osservato che la Salmonella poteva legare il mannosio attraverso dei
recettori presenti sulle fimbrie di tipo 1. Il legame con il mannosio riduceva il rischio della
colonizzazione di questi patogeni nel tratto intestinale dei polli (Oyofo et al., 19893, b, c). Diverse
forme di zuccheri simil-mannosio possono interagire con le fimbrie di tipo 1 ma la forma presente
nella parete cellulare del Saccharomyces cerevisiae (0-1,3 e a-1,6 mannani) & particolarmente
efficace nel legare i patogeni (Firon et al., 1987) .

Una serie di studi molto numerosi e riguardanti specie diverse (dai monogastrici ai poligastrici, dai
mammiferi agli uccelli) ha stabilito che i MOS sono tra i piu importanti ed efficaci additivi naturali
per gli animali in produzione zootecnica. L’effetto dei MOS sulle performance degli animali e stato
studiato sui polli (Hooge and Danny, 2004a and b; Rosen, 2007a and b), nei suini (Miguel et al.,
2004; Rosen 2007c¢), nei bovini (Newman et al., 1993) e nei conigli (Bovera et al., 2010°, b; Bovera
et al., 2012°a, b). In molti casi I’effetto sulle performance di accrescimento degli animali ¢ risultato

positivo.

Impiego dei MOS in coniglicoltura

La coniglicoltura ha subito guardato con interesse i mannanoligosaccaridi data la loro potenzialita
di prevenire le ipercolonizzazioni di batteri patogeni e migliorare I’ambiente intestinale, soprattutto
nel periodo post-svezzamento (da 28-35 a 56-60 giorni di eta). Infatti, la separazione dei coniglietti
dalle fattrici causa nei primi un grave stress che si manifesta con una iper-ingestione di alimento
solido. Tutto questo si verifica quando 1’apparato digerente dei giovani animali non ha ancora
raggiunto la piena maturita e spesso, in associazione anche con altri fattori stressanti, si rende
responsabile di patologie dell’apparato gastro-intestinale che si manifestano clinicamente con la
diarrea e che molto spesso si accompagnano ad elevate mortalita. Da questo punto di vista i MOS
appaiono molto interessanti come alternativa agli antibiotici (Kocher, 2006) in quanto sarebbero in
grado di prevenire la colonizzazione della mucosa gastroenterica da parte di batteri patogeni,
nonché di stimolare la risposta immunitaria locale attraverso 1’incremento dell’attivita dei

macrofagi e dei linfociti T (Lyons e Bourne,1995).
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Negli ultimi anni sono stati condotti numerosi studi allo scopo di verificare 1’efficacia dei MOS in
coniglicoltura nelle diverse fasi del ciclo produttivo per considerarne un’eventuale applicazione
come alternativa all’uso spesso irresponsabile di antibiotici. Il punto ¢ anche individuare la giusta
quantita da aggiungere alle diete degli animali per ottenere il massimo effetto positivo con

I’impiego di una minima quantita di prodotto.

5.3. Tecniche di alimentazione

Accanto alla sostituzione degli antibiotici con altre sostanze che possano in qualche modo svolgere
una funzione simile, esiste anche la possibile di gestire la fase piu critica del ciclo produttivo del
coniglio (il post-svezzamento) attraverso 1’adozione di tecniche di alimentazione ad hoc che
cerchino di prevenire i disturbi gastrointestinali tipici del periodo.

Come abbiamo visto nei precedenti capitoli, uno dei problemi piu grossi che si verifica nel
coniglietto appena svezzato ¢ il cosiddetto stress da superingestione. L’animale, cio¢, tenta di
compensare il maggiore volume che 1’alimento liquido (latte) occupa nel tratto digerente, attraverso
una maggiore ingestione di alimento solido. Questa condizione spesso si accompagna 0 puo essere
fattore predisponente per ’insorgenza dei problemi gastrointestinali prima descritti. Ecco che la
possibilita di ridurre la quantita di alimento ingerita dai coniglietti a partire dal momento dello
svezzamento, sembra rappresentare un metodo efficace per il controllo delle enteropatie.

Quando é stata applicata la prima volta nel settore della coniglicoltura, la restrizione alimentare
aveva in realta lo scopo di favorire 1’accrescimento degli animali e migliorare l'efficienza
dell'apparato digerente (Lebas e Delaveau, 1975; Lebas, 1979).

Tuttavia, dal 2003, piu autori, (Lebas, 2007, Gidenne et al., 2009b e 2009c; Martignon et al., 2009
hanno affrontato la relazione che intercorre tra il livello d’ingestione dei conigli in accrescimento e
I’incidenza di problemi digestivi, anche in studi dove sono state effettuate infezioni sperimentali
(sia ERE 0 EPEC).

La restrizione alimentare nel post-svezzamento & ormai ampiamente praticata dagli allevatori
francesi di conigli (oltre I'85% degli allevatori professionali, Lebas, 2007), con effetti benefici sulla
resistenza ai disturbi digestivi e sull'efficienza nutritiva. Varie tipologie di restrizione alimentare nel
post-svezzamento sono state studiate nel coniglo, in termini di durata del periodo di restrizione (1-5
settimane) e d’intensita di restrizione alimentare (90% al 40% del consumo volontario). Le tecniche
di restrizione sono diverse: restrizione quantitativa, restrizione qualitativa, restrizione idrica. La
restrizione qualitativa consiste nella riduzione dell’apporto di un determinato nutriente (p.es. amido)
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ed € in genere poco praticata perché difficile da attuare e con risultati non sempre chiari. Molto piu

semplice € la restrizione quantitativa.

Metodi per limitare I’assunzione di cibo nel post-svezzamento

Varie tecniche sono state studiate per controllare I’assunzione di alimento con due obiettivi
principali: il controllo della qualita della carcassa e delle carni (Perrier e Ouhayoun, 1996) e il
miglioramento dell’indice di conversione alimentare.. Due sono le principali modalita attraverso cui
la restrizione alimentare quantitativa puo essere attuata: la prima prevede 1’effettiva riduzione della
quantita di alimento somministrata agli animali, la seconda la limitazione del consumo dell’acqua di
bevanda. La riduzione della quantita di alimento somministrata agli animali € oggi piuttosto
semplice da realizzare grazie ai sistemi automatizzati e computerizzati di distribuzione
dell’alimento: I’allevatore o chi gestisce 1’azienda deve semplicemente impostare la quantita di
alimento che il distributore elargira nell’arco della giornata. Di conseguenza questa tecnica per
ottenere la restrizione alimentare viene considerata piu precisa e affidabile rispetto alla restrizione
idrica. Tuttavia, bisogna considerare che I’ingestione volontaria di alimento si modifica nei
coniglietti giorno dopo giorno e che la riduzione impostata dall’allevatore si basa su una stima di
quella che I’'ingestione dovrebbe essere in funzione dell’eta degli animali e del periodo dell’anno.
L’altra importante considerazione ¢ che dove i coniglietti sono accasati in gabbie bicellulari ¢
possibile che uno dei due ingerisca piu alimento rispetto all’altro.

Un tempo limitato di accesso alla mangiatoia ¢ un modo semplice per limitare 1’ingestione e puo
essere effettuato riducendo le ore di accesso alla mangiatoia durante la giornata, oppure impedendo
’accesso alla mangiatoia in alcuni giorni. Con quest'ultima, e possibile fornire 80% della normale
ingestione distribuendo I’alimento per 5 giorni alla settimana, con nessuna somministrazione
durante il fine settimana (Lebas e Laplace, 1982). Lo stesso livello d’ingestione (80% ) puo essere
ottenuto con sole 8 h/giorno di accesso alla mangiatoia (Szendro et al, 1988;. Jerome et al, 1998).
Queste due modalita di distribuzione sembrano avere differenti effetti sullo sviluppo degli organi
digestivi: ad esempio, il peso del fegato é risultato piu elevato nei conigli sottoposti a un restrizione
intermittente (5 giorni su 7), rispetto a quelli con una restrizione giornaliera(8 h/ giorno). Inoltre,
per lo stesso livello di restrizione (70% d’ingestione), lo sviluppo del tratto digestivo ha subito una
variazione in funzione della tecnica utilizzata. L'intero tratto digestivo a 67 giorni di eta é stato del
12% piu pesante (rispetto al gruppo senza nessuna restrizione) quando l'alimentazione € stata
distribuita 5 giorni alla settimana, e del 28% piu pesante quando la restrizione ¢ stata effettuata

quotidianamente (Lebas e Laplace, 1982). Come riportato da Jerome et al. (1998), alimentando gli
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animali solo durante il giorno (08:00-18:00 h) 1’assunzione di alimento si ¢ ridotta del 20% (121
contro 151 g/ giorno per AL), mentre permettere I’accesso alla mangiatoia solo nelle ore notturne
ha ridotto il consumo di alimento del 10%. Per ottenere un corretto controllo dell’assunzione nel
post-svezzamento, la tecnica piu precisa e quella di somministrare una quantita definita di pellet al
giorno. Questa gquantita puo essere somministrata tutta in una volta o in diverse pasti giornalieri.
Recenti studi hanno dimostrato che somministrare la razione giornaliera in soli 2 pasti 0 in 13 pasti
(per simulare il comportamento alimentare naturale) porta a effetti simili in termini di
miglioramento dello stato di salute. della digeribilita, dell’accrescimento e dell’indice di
conversione alimentare (Gidenne et al., 2009b e 2009c; Martignon et al., 2009).

Ridurre il tempo di accesso all’acqua di bevanda non garantisce una precisa riduzione della quantita
di alimento ingerita ma ¢ un sistema molto semplice da attuare e che, lasciando 1’alimento in
mangiatoia sempre presente, non determina forti competizioni tra gli animali.

I primi studi che si occupano di restrizione alimentare limitando I'accesso all'acqua sono di Lebas e
Delaveau (1975). Questo tecnica indiretta fa leva sul fatto che I'assunzione di pellet & direttamente
correlata al consumo di acqua. Per questo motivo, quando l'accesso all’acqua ¢ stato ridotta a 2 h /
giorno l'ingestione di alimento si e ridotta del 18% (Boisot et al., 2004); del 22% con 1 h 30 min di
accesso all'acqua (Verdelhan et al., 2004) e del 23% con 1 h di accesso all'acqua (Boisot et al.,
2005). Tuttavia, una tale restrizione idrica e discutibile in termini di benessere animale, in

particolare in condizioni di temperature elevate (Foubert et al, 2007.; Ben Rayana et al., 2008).
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7. SCOPO DELLA TESI

Sulla base di quanto detto nei paragrafi precedenti relativamente alle problematiche legate allo
svezzamento, nonché al divieto dell’utilizzo di antibiotici come promotori della crescita,
considerando poi il sempre maggiore interesse della comunita scientifica, e del consumatore
europeo verso ’ottenimento di prodotti salubri, privi di residui e di conseguenza di management
aziendali che tengano sempre piu conto del benessere animale nelle sue varie forme, la presente tesi
di dottorato, si pone come scopo quello di studiare gli effetti dei prebiotici, probiotici nonché
dell’adozione di opportune tecniche di alimentazione come alternativa agli antibiotici.

Tra le varie molecole sopra descritte, D’attenzione si ¢ focalizzata in particolare sui
mannanoligosaccaridi (MOS) che, tra i prebiotici, sono considerati la piu promettente alternativa
agli antibiotici, sui Lattobacilli (probiotici) e sulla restrizione alimentare ottenuta mediante una

riduzione dell’accesso all’acqua di bevanda.
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8. AZIENDA AGRICOLA MARCIANO ROSA CARMELA

La prove descritte nei seguenti capitoli sono state effettuate presso 1’azienda commerciale
“Marciano Rosa Carmela” ubicata nel Comune di S.Giorgio la Molara, in provincia di Benevento
(41°16'0" N, 14°55'0" E, 667 m.s.l.m.).

L’indirizzo produttivo ¢ quello cunicolo, specializzato per la produzione di carne.

Il capitale scorte vive si compone di:
- 50 maschi riproduttori;
- 2000 fattrici;
- 25% di rimonta;
- 14500 coniglietti di eta inferiore ai 30 giorni;
- 14500 coniglietti all’ingrasso (con una mortalita dell’1%).
I riproduttori maschi sono di razza Californiana, caratterizzati quindi da una muscolatura forte e
soda ed una ossatura estremamente leggera.
Le fattrici invece appartengono alla razza Bianca di Nuova Zelanda caratterizzata da corpo a

parallelogramma, molto tozzo e raccolto e grande attitudine materna.

L’azienda ¢ formata da 3 capannoni tipo tunnel (48 x 13,5 x 6 m), in ognuno dei quali ¢ presente un
reparto fattrice e un reparto ingrasso con gabbie di tipo California, rispettivamente composti da:

- gabbia nido: 5 file da 114 nidi + 2 file da 114 posti rimonta;

- gabbie ingrasso e svezzamento: 7 file da 688 posti in gabbie bicellulari.

Nei capannoni sono inoltre presenti 6 raschiatori meccanici per la pulizia che viene effettuata
quotidianamente; 2 vasche da 5 q ciascuna, per la raccolta di acqua da utilizzare per gli abbeveratoi.
Esternamente ai capannoni sono presenti:

- una vasca interrata per la raccolta dei liquami che ha una capacita di 530 m*. Annualmente
sono prodotti circa 490 m® di liqguame che vengono poi smaltiti in terreni di proprieta
aziendale (circa 11 ha);

- 2silosda9qe2dal120 q per lo stoccaggio del mangime;

- unacisterna di 80 q per la raccolta di acqua per la pulizia e il raffrescamento.

L’azienda dispone di un innovativo sistema computerizzato per la distribuzione del mangime

alle gabbie. Il sistema computerizzato basa la distribuzione alimentare per fila di gabbie, ognuna
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composta da 86 mangiatoie (da 600 g) che forniscono 1’alimento a 688 conigli. L’alimento
viene distribuito nell’arco della giornata in base:

- allarazione giornaliera precedentemente impostata sulle esigenze fisiologiche degli animali;
- al numero di conigli;

- al numero di mangiatoie in funzione che si trovano al momento sulla fila;

Il tutto ripartito tra il numero di minuti della “giornata alimentare” (il tempo totale di una
giornata solare in cui e possibile effettuare la distribuzione di alimento), parametro prestabilito
dall’allevatore.

Quest’ultimo ¢ particolarmente importante nel periodo estivo durante il quale nelle ore
pomeridiane, caratterizzate da un’elevata temperatura, il coniglio non si alimenta. E’ possibile,
in questi casi, eliminare la distribuzione dell’alimento nelle ore in cui, questa si riveli inutile.
Tale sistema di distribuzione consente inoltre, qualora si decida di farlo, di effettuare la

distribuzione ad libitum.

L’impianto di ventilazione forzata ¢ di tipo longitudinale, con una areazione di 120000m>/ora.
L’illuminazione durante 1’arco delle 24 ore e cosi distribuita: 16 ore di luce e 8 ore di buio.
Sui riproduttori vengono effettuati i seguenti trattamenti:

- terapia antielmintica con cadenza semestrale;

- vaccino per la Mixomatosi;

- vaccino per la malattia emorragica virale.

Sui conigli in fase di svezzamento invece, si effettuano:

- coccidiostatico, somministrato nel mangime, con eventuale antibiotico per la patologia

enterica o respiratoria in atto.

La conduzione aziendale € di tipo familiare con due lavoratori facenti parte della famiglia e un

salariato.

La ciclizzazione aziendale & cosi riassunta:

Lunedi: Fecondazione; svezzamento conigli di 35 gg di eta (vengono spostati dalla gabbia nido

nelle gabbie bicellulari da ingrasso);

Martedi: 2° pareggiamento nidi dei conigli di 5 gg di eta e disinfezione nidi; sistemazione fattrici

nelle gabbie nido per il parto del giovedi; diagnosi di gravidanza a 15 gg dalla fecondazione;
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Mercoledi: 3° Pareggiamento dei conigli di 13 gg di eta e disinfezione nidi; vendita conigli
ingrasso;

Giovedi: Scelta della rimonta; parti; pulizia gabbie ingrasso;

Venerdi: 1° pareggiamento nidi dei conigli di 1gg di eta; disinfezione nidi;

Sabato: Sincronizzazione estro (per le fecondazioni del lunedi); pulizia generale e disinfezione
capannoni;

Domenica: libero.
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Capitolo 2

EFFETTO DELL’IMPIEGO DI
MANNANOLIGOSACCARIDI SULLE
PERFORMANCE IN VIVO, SULLA
DIGERIBILITA’ DEI NUTRIENTI E SULLE
CARATTERISTICHE DEL CONTENUTO
CIECALE DI CONIGLI IN FASE DI
ACCRESCIMENTO
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1. OBIETTIVO DELLA RICERCA

Lo scopo del nostro studio e stato quello di confrontare le performance in vivo, la digeribilita dei
nutrienti, le caratteristiche di fermentazione nonché la composizione della popolazione microbica
ciecale in conigli alimentati con la stessa dieta di base, ma sottoposti a tre diversi trattamenti
alimentari:

N°1) senza aggiunta di alcun additivo;

N°2) con aggiunta di antibiotici;

N°3) con aggiunta di 1g/kg di alimento di MOS.

2.MATERIALI E METODI

2.1. Disegno sperimentale

Un totale di 144 conigli ibridi Hyla (peso medio 764.5 g, rapporto maschi:femmine 1:1) sono stati
omogeneamente suddivisi, allo svezzamento (35 giorni), in 3 gruppi e accasati in gabbie bicellulari
(26x46x%35 cm, 2 conigli/gabbia, 24 gabbie/gruppo) all’interno dello stesso capannone.

2.2. Diete

I tre gruppi hanno ricevuto, fino all’eta di 62 giorni, lo stesso mangime commerciale,
rispettivamente: senza nessun additivo (gruppo controllo, CONT); con [D’aggiunta di
mannanoligosaccaridi (Bio-Mos®, Alltech Biotechnology, USA) alla dose di 1 g/kg di alimento
(gruppo MOS) e con I’aggiunta di antibiotici (colistina solfato, 144 mg/kg; tilosina, 100 mg/kg;
ossitetraciclina, 1000 mg/kg), secondo normale consuetudine aziendale (gruppo ANT).

La concentrazione di 1g/kg di MOS é stata scelta sulla base di studi precedenti (Bovera et al., 2010a
e b). L’azienda, che presenta un’anamnesi positiva per 1’Enteropatite Enzootica, adotta
normalmente, sotto regolare prescrizione veterinaria, un mangime addizionato con antibiotici nel
periodo 35 — 60 giorni.

Sia le diete che 1’acqua sono state somministrate ad libitum.
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2.3. Rilievi ed analisi effettuate

Quotidianamente é stata registrata la mortalita. I conigli deceduti sono stati rimossi dalle gabbie e
queste ultime escluse dalla prova. Tutti i conigli sono stati pesati con cadenza settimanale in modo
da poter calcolare I’incremento ponderale giornaliero.

L’ingestione volontaria di alimento ¢ stata registrata settimanalmente per mangiatoia (una
mangiatoia per gabbia) e, tenendo conto dell’incremento di peso vivo calcolato per mangiatoia, si €
provveduto a calcolare I’indice di conversione alimentare.

I coefficienti di digeribilitd apparente di sostanza secca (SS), sostanza organica (SO), proteine
grezze (PG), lipidi grezzi (LG), fibra grezza (FG), fibra neutro detersa (NDF), fibra acido detersa
(ADF), cellulose ed emicellulosa sono stati misurati usando le ceneri acido insolubili (CAI) come
marcatore interno.

Le feci sono state raccolte nel corso di tre giorni consecutivi (57 — 59 giorni di eta) usando reti di
nylon poste sotto le gabbie utilizzate per le prove di accrescimento. Le feci fresche, separate
dall’eventuale ciecotrofo presente, sono state essiccate in una stufa a ventilazione forzata a 60 °C
fino al raggiungimento di un peso costante e quindi sottoposte ad analisi.

Il calcolo dei coefficienti di digeribilita apparente sono stati effettuati applicando la seguente

formula:

digeribilita apparente (%) = 100 x [(% CAI nelle feci / % del nutriente nelle feci) - (% CAI

nell’alimento / % del nutriente nell’alimento)] / (% CAI nelle feci / % del nutriente nelle feci).

All’eta di 62 giorni, 10 conigli per gruppo sono stati sacrificati e il contenuto ciecale é stato
prelevato, posto in contenitori sterili ed ermeticamente chiusi, collocati in borse termiche e
trasportati quanto piu rapidamente possibile (circa 1 ora) presso i laboratori del nostro dipartimento,
dove sono stati sottoposti ad analisi chimica.

Due aliquote di contenuto ciecale (circa 5 ml ciascuna) sono state prelevate e sottoposte,
rispettivamente ad analisi per la determinazione degli acidi grassi volatili (AGV) e del contenuto di
ammoniaca. Dopo diluizione dei campioni con acido ossalico (1 : 1 v/v), gli AGV sono stati
determinati mediante metodo gas-cromatografico (ThermoElectron mod. 8000top, FUSED SILICA
Gaschromatograph, ThermoElectron Corporation, Rodano, Milano, Italy) con colonna capillare
(OMEGAWAX 250 fused silica, 30m x 0.25mm x 0.25mm film thickness; temperatura di analisi,

125°C; detector a flamma ionica, 185°C; gas carrier elio, 1.7 ml/min; Stanco et al., 2003).

71



La proporzione degli acidi grassi a catena ramificata (BCP), importante indice di degradazione
proteica, & stato determinato come somma degli acidi isobutirrico e isovalerico diviso per la
produzione totale di AGV.

Il contenuto di ammoniaca (NH3) e stato determinato con il metodo descritto da Searle (1984). In
breve, i campioni, dopo centrifugazione a 610 x g per 10 min a temperatura ambiente (circa 22°C),
sono stati diluiti 10 volte con acqua e quindi 1 ml di prodotto é stato deproteinizzato utilizzando
sodio ipoclorito in presenza di sodio nitroprusside per formare un complesso di colore blu.
L’intensita della colorazione blu, misurata alla lunghezza d’onda di 623 nm, risulta proporzionale
alla concentrazione di NH3 nel campione.

Inoltre, parte del contenuto cecale é stato utilizzato per analisi microbiologiche.

In laboratorio (dopo circa 1 ora dal prelievo) i campioni sono stati introdotti in giare per anaerobiosi
e quindi sottoposti a diluizioni seriali con soluzioni di peptone (Oxoid CMO0009B). Per ogni
diluizione, 0.1 ml sono stati introdotti nelle piastre di Schaedler Sangue-agar (+emina e vit.K,
Oxoid PB5034A), MacConkev agar, Slanetz agar e Plate count agar al fine di identificare,
rispettivamente, gli anaerobi, i Coliformis, gli Enterococcus faecalis e procedere alla conta batterica
totale.

Le piastre sono state incubate in condizioni di anaerobiosi per 24h a 37°C,usando le giare per
anaerobiosi con un sistema che crea atmosfera anaerobia (AN0025 Oxoid). La conta totale di

anaerobi ¢ stata effettuata differenziando i Coliformis e gli Enterococcus.

2.4. Analisi chimiche

Le analisi chimiche della dieta (tabella 1), dei campioni di feci e di contenuto ciecale sono state
effettuate in accordo con le seguenti procedure AOAC (2004): sostanza secca (934.01), estratto
etereo (920.39), ceneri (942.05), proteine grezze (954.01), fibra grezza (945.18), fibra resistente al
detergente acido e lignina resistente al detergente acido (973.18), fibra resistente al detergente
neutro con pretrattamento amilasico (2002.04). 1l contenuto di emicellulosa (14.71 %) é stato
calcolato come differenza tra NDF e ADF, il contenuto di cellulosa (18.69 %) e stato stimato
sottraendo all’ADF I’ADL. Le ceneri acido insolubili nelle feci e nella dieta sono state determinate

secondo Vogtmann et al. (1975).
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Tabella 1. Composizione chimica della dieta utilizzata nella prova.

SS Ceneri PG EE FG NDF ADF ADL
% % SS
88.02 10.61 16.92 3.56 20.93 36.11 21.40 2.71

SS = sostanza secca; PG = proteine grezze; EE =estratto etereo; FG = fibra grezza; NDF = fibra
neutro detersa; ADF = fibra acido detersa; ADL = lignina acido detersa.

3. ANALISI STATISTICA

I dati sono stati sottoposti ad analisi della varianza (SAS, 2000) utilizzando il modello:

Yij =W+ Ti+eij
dove Y é la singola osservazione, p la media generale, T il trattamento alimentare (i = controllo,
MOS e ANT), & I’errore. Le concentrazioni batteriche sono state sottoposte a trasformazione in
logaritmo a base 10 prima dell’analisi statistica allo scopo di normalizzare la distribuzione.
Le differenze tra le medie sono state valutate mediante Tukey test (SAS, 2000). Le differenze tra le

mortalita sono state analizzate mediante test chi-quadro.

4. RISULTATI

Nel corso della prova non si sono verificati eventi patogeni particolari. La mortalita non ha fatto
registrare differenze statisticamente significative tra 1 gruppi e si ¢ attestata mediamente sull’11.5
%.

In tabella 2 si riportano i risultati relativi ai rilievi in vivo eseguiti nel corso della prova. | conigli
del gruppo controllo hanno fatto registrare un peso a 62 giorni piu basso (P < 0.01) rispetto agli altri
gruppi mentre non sono emerse differenze nei pesi tra il gruppo alimentato con i MOS e quello che
riceveva antibiotici. Anche I’incremento ponderale giornaliero nel gruppo controllo e risultato
inferiore rispetto agli altri due gruppi (P < 0.01 vs. gruppo ANT e P < 0.05 vs. gruppo MOS) mentre
non ci sono state differenze tra gruppi MOS e ANT. L’ingestione volontaria di alimento ¢ risultata
differente (P < 0.05) soltanto tra i gruppi ANT e controllo e quest’ultimo ha fatto registrare le
ingestioni piu basse. In ogni caso non sono state registrate differenze statisticamente significative

tra gli indici di conversione alimentare dei tre gruppi.
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Tabella 2. Rilievi in vivo

PV 35 gg PV 62 gg IPG 35-62 Ingestione ICA
g g g/d g/d
Controllo 763.4 1638.9° 31.02%° 109.3° 3.67
MOS 761.7 1779.4" 36.18" 114.7%° 3.29
Antibiotici 768.4 1826.5" 37.79™ 127.9° 3.58
P 0.9253 <0.0001 0.0007 0.0163 0.3366
SEM 1.34 0.49 0.32 1.11 0.22
PV= peso vivo; IPG = incremento di peso giornaliero; | = ingestione; ICA = indice di conversione

alimentare; CONT = gruppo di controllo; MOS =dieta con mannanoligosaccaridi; ANT =dieta con
antibiotici; SEM = errore standard delle medie

I coefficienti di digeribilita dei principi nutritivi (tabella 3) hanno fatto evidenziare importanti
differenze tra i gruppi nel caso della digestione delle componenti fibrose della dieta. In particolare,
il gruppo alimentato con antibiotici ha fatto registrare una piu bassa (P < 0.05) digeribilita della
fibra grezza rispetto al gruppo che ha ricevuto i MOS. La digeribilita della NDF non é stata
influenzata dal trattamento alimentare, mentre quella dell’ ADF ¢ risultata piu elevata (P < 0.01) nei
conigli alimentati con i MOS e ci0 € da attribuire ad una piu elevata (P < 0.01) digeribilita della
cellulosa rispetto agli altri due gruppi. Va rilevato, tuttavia che anche il gruppo controllo ha fatto
registrare una piu elevata (P < 0.05) digeribilita della cellulosa rispetto ai conigli che hanno ricevuto

il cocktail di antibiotici. Non é stata, invece, influenzata la digeribilita delle emicellulose.
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Tabella 3. Coefficienti di digeribilita (%) dei principi nutritivi.

Controllo MOS Antibiotici P SEM
dss 61.33 62.50 61.36 0.355 5.27
dsoO 62.84 63.98 62.05 0.143 4.36
dPG 74.66 75.60 73.78 0.2202 6.42
dLG 84.59 83.97 85.37 0.288 5.13
dFG 28.19752 30.67° 27.66°° 0.031 5.02
dNDF 39.65 40.16 38.55 0.267 6.27
dADF 24.29° 29.98* 24.21° 0.0003 4.13
dcCell 29.61%° 34.27% 27.49° < 0.0001 5.52
dEmicell 51.70 52.45 50.13 0.1253 7.06

CONT = gruppo di controllo; MOS =dieta con mannanoligosaccaridi; ANT =dieta con antibiotici; SEM =;errore
standard delle medie A, B=P <0.01;a, b=P <0.05.

d SS, digeribilita della Sostanza secca; d SO, digeribilita della Sostanza Organica; dP,Gdigeribilita della Proteina
Grrezza; d EE, digeribilita dell’ Estratto Etereo; dFG, digeribilita della fibra grezza; dNDF, digeribilita della fibra in
detergente neutro; dADF, digeribilita della fibra in detergente acido; dCELL, digeribilita della cellulosa; d
Emicell,digeribilita dell’emicellulosa.

La produzione dei principali acidi grassi volatili (tabella 4) mette in evidenza un piu elevata (P <
0.01) quantita di AGV e di acido acetico nel gruppo alimentato con MOS, seguito dal gruppo
controllo e da quello alimentato con antibiotici. Inoltre, il gruppo alimentato con antibiotici ha fatto
registrare una piu bassa (P < 0.01) produzione di propinato rispetto al gruppo alimentato con i
MOS, mentre non sono risultate diverse le produzioni di propionato tra i gruppi MOS e controllo.

Infine, non sono emerse differenze statisticamente significative tra le produzioni di butirrato.
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Tabella 4. Produzione di acido acetico, propionico, butirrico e di acidi grassi volatili totali misurati
nel contenuto ciecale dei conigli in prova.

Acetato Propionato Butirrato tAGV

Mmol/Il Mmol/Il Mmol/Il Mmol/I
Controllo 34.21° 2.96"° 4.39 43.88°
MOS 39.93% 414" 4.84 52.27%
Antibiotici 23.09° 2.09° 3.66 30.42°
P <0.0001 0.0117 0.2039 <0.0001
SEM 4.20 2.82 2.89 5.49

CONT = gruppo di controllo; MOS =dieta con mannanoligosaccaridi; ANT =dieta con antibiotici;
SEM = errore standard delle medie A, B, C =P < 0.01.

In tabella 5 si riportano i contenuti di acidi grassi a catena ramificata, il branched chain proportion
index (BCP) e i contenuti di ammoniaca del contenuto ciecale dei conigli dei tre gruppi in prova.

Il gruppo alimentato con MOS ha fatto registrare le produzioni significativamente piu elevate di
acido isobutirrico (P < 0.05) e acido isovalerianico (P < 0.01) nonché il piu elevato valore di BCP
(P < 0.01) rispetto agli altri due gruppi. 1l gruppo alimentato con antibiotici ha presentato, inoltre, la
piu bassa (P < 0.05) produzione di acido isobutirrico. La produzione di acido valerianico € risultata
differente (P < 0.05) soltanto tra i gruppi ANT e MOS, con valori piu elevati per quest’ultimo.
Infine, la produzione di ammoniaca e risultata piu elevata (P < 0.01) nel gruppo controllo rispetto
agli altri due gruppi.

Tabella 5 Produzione di acido isobutirrico, isovalerianico e valerianico di ammoniaca e BCP del
contenuto ciecale dei conigli in prova

Produzioni di  Isobutirrico  Isovalerianico BCP Valerianico NH3
Mmol/l Mmol/I Mmol/I Mmol/I
Controllo 0.86™" 0.63° 0.03° 0.82%° 5.31"
MOS 1.117 1.27% 0.05" 0.98° 3.97°
Antibiotici 0.47°¢ 0.49° 0.03° 0.63° 3.69°
P <0.0001 <0.0001 0.0005 0.03 <0.0001
SEM 1.09 0.87 0.20 1.24 1.69

CONT = gruppo di controllo; MOS =dieta con mannanoligosaccaridi; ANT =dieta con antibiotici;
SEM =;errore standard delle medie A, B = P < 0.01; a, b = P < 0.05. BCP = branched chain
proportion
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In tabella 6 vengono riportate le popolazioni batteriche (carica batterica totale, coliformi e anaerobi
totali) del contenuto ciecale dei tre gruppi in prova. Differenze significative (P < 0.01) sono emerse
soltanto nel caso dei Coliformi, risultati piu elevati negli animali del gruppo controllo. Nessuna

differenza e emersa tra gli altri due gruppi.

Tabella 6. Conta batterica (logUFC/g) del contenuto ciecale.

TBC Coliformi Anaerobi
Controllo 6.13 3.20° 5.26
MOS 6.21 2.32% 5.80
Antibiotici 5.72 2.408 5.26
P 0.25 0.005 0.745
SEM 0.98 0.08 1.11

CONT = gruppo di controllo; MOS =dieta con mannanoligosaccaridi; ANT =dieta con antibiotici ;
SEM =errore standard delle medie; A, B =P <0.01.
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5. DISCUSSIONE

In assenza di eventi patogeni, sia gli antibiotici che i mannnoligosaccaridi non hanno alcun effetto
sulla percentuale di mortalita rispetto al gruppo controllo, ma sono in grado di migliorare le
performance dei conigli in produzione zootecnica nella fase di accrescimento. Inoltre, i MOS
permettendo il raggiungiere di risultati simili rispetto a quello ottenuto con gli antibiotici.

Tuttavia, i meccanismi d’azione con cui MOS e antibiotici sono in grado di influenzare la flora
batterica intestinale sono piuttosto diversi. Infatti, il maggiore peso vivo raggiunto a fine prova dai
conigli alimentati con i MOS rispetto a quelli del gruppo controllo non e dovuto ad una maggiore
ingestione di alimento (soltanto 5.4 g/d di alimento in piu a fronte di un incremento ponderale
superiore di 5.2 g/d), cosa che si verifica invece nel caso del gruppo alimentato con antibiotici,
bensi ad una maggiore digeribilita di alcuni principi nutritivi della dieta.

I conigli del gruppo MQOS, infatti, presentano una maggiore digeribilita della ADF da ricondurre ad
una migliore digeribilita della cellulosa rispetto agli altri due gruppi. Poiché la digestione dei
carboidrati di struttura nel coniglio avviene nel grosso intestino ad opera della flora batterica,
sembra evidente che gli additivi utilizzati nella prova sono in grado di interagire e quindi modificare
la microflora batterica del cieco o, quantomeno, la sua attivita fermentativa.

Questa ipotesi viene confermata dall’analisi della produzione degli acidi grassi volatili nel cieco dei
conigli in prova. Il gruppo alimentato con i MOS ha fatto registrare le piu elevate produzioni di
acido acetico e AGV totali mentre il gruppo alimentato con antibiotici mostra le piu basse
produzioni di acetato e di propionato. E noto (Van Soest, 1993) che I’acido acetico rappresenta il
prodotto finale della fermentazione della cellulosa mentre gli acidi propionico e butirrico derivano
dalla fermentazione dei carboidrati di riserva. Di conseguenza, per i conigli del gruppo MOS si
conferma una piu intensa attivita cellulosolitica dei batteri ciecali, in accordo con quanto trovato da
Bovera et al. (2010b), mentre il gruppo alimentato con antibiotici presenta una minore attivita
fermentativa nei confronti sia dei carboidrati di riserva che di quelli di struttura.

Il butirrato sembra essere una fonte preferenziale di energia per il tratto intestinale, mentre I’acetato
e metabolizzato prevalentemente nel fegato per la lipogenesi e la colesterologenesi (Vernay, 1987).
Considerando il profilo degli AGV specifici per il coniglio (Gidenne et al, 1988.) in cui si ha una
predominanza di acetato (60 - 80 mmol/100 ml), seguita da butirrato (8 - 20 mmol/100 ml) e poi da
propionato (3-10 mmol/100 ml), i nostri risultati rientrano nel range di normalita. Infatti, le
percentuali di acetato, butirrato e propionato sono 78.0:6.7:10; 76.4:7.9:9.3; 75.9:6.9:12.0,

rispettivamente per il gruppo CONT, per i gruppi MOS e ANT.
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Il contenuto ciecale dei conigli alimentati con i MOS presenta anche una maggiore attivita di
degradazione nei confronti delle proteine rispetto agli altri due gruppi, come testimoniato dal piu
elevato valore di BCP. Infatti, gli acidi grassi a catena ramificata isobutirrico, isovalerianico e
valerianico sono prodotti, rispettivamente, dalla degradazione degli amminoacidi valina, leucina e
prolina (Van Soest, 1994); di conseguenza, una piu elevata proporzione di acidi isobutirrico e
isovalerianico sugli AGV totali (BCP) a parita di composizione aminoacidica delle proteine ingerite
con la dieta, e indicativa di una piu intensa degradazione proteica (Bovera et al., 2007). Anche
I’ammoniaca ¢ un indice di degradazione delle proteine, tuttavia, mentre gli acidi grassi volatili
rappresentano il prodotto finale dell’attivita batterica e sono quindi un “rifiuto”, ’ammoniaca viene
utilizzata dagli stessi batteri in combinazione con le catene carboniose derivanti dalla fermentazione
dei carboidrati, per la sintesi di nuovi amminoacidi indispensabili per la crescita microbica (Van
Soest, 1994).

Nella nostra prova, i gruppi alimentati con antibiotici e MOS non hanno fatto registrare differenze
nella produzione ciecale di ammoniaca, mentre il gruppo controllo ha presentato i valori
significativamente piu elevati. Il piu basso o simile tenore di ammoniaca a fronte di una maggiore
degradazione proteica registrata nel gruppo MOS, puo essere spiegato con un migliore sincronismo
nelle fermentazioni di carboidrati e proteine, che si accompagnano a minori perdite azotate.

Questo migliore sincronismo nell’utilizzazione di carboidrati e proteine nel cieco, che si traduce in
una maggiore sintesi microbica puod, a sua volta, far ipotizzare una maggiore sintesi di biomassa
batterica nel gruppo MOS rispetto agli altri due gruppi. Entrambe queste ipotesi sono suffragate
dalle osservazioni in vitro di Bovera et al. (2010b) condotte su contenuti ciecali di conigli alimentati
con MOS alla dose di 1 g/kg.

Deve essere osservato, tuttavia, che i valori di ammoniaca ritrovati nel contenuto ciecale dei vari
gruppi di conigli rientra nel range fisiologico, se si considera che la concentrazione ciecale di
ammoniaca nei conigli alimentati con diete bilanciate € compresa tra 4 e 6 mmol/l (Fraga, 1998). In
ogni caso, il piu elevato valore di BCP nei conigli del gruppo MOS non corrisponde ad una piu
elevata digeribilita delle proteine. Noi riteniamo che 1’ipotizzata maggiore produzione di biomassa
microbica registrata nel gruppo MOS, non accompagnata da un piu elevato numero di unita
formanti colonia dei batteri ciecali, potrebbe indicare un maggiore turnover microbico nel contenuto
ciecale dei conigli alimentati con i MOS.

Un piu elevato contenuto di azoto di origine batterica presente nelle feci potrebbe influenzare il
contenuto di proteine grezze misurate nelle feci e, di conseguenza, influenzare i dati relativi ai
coefficienti di digeribilita apparente. Sfortunatamente, non e stato possibile stimare la proporzione
di azoto endogeno nelle feci dei conigli in prova.
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La differenza nelle attivita di fermentazione ciecale tra i gruppi MOS e ANT e, a nostro avviso da
imputare ad una diversa selezione batterica dovuta proprio alle modalita di azione dei due principi
attivi. Gli antibiotici, infatti, possono migliorare lo stato sanitario dell’apparato digerente riducendo
le infezioni subcliniche attraverso 1’uccisione dei batteri. Tuttavia quando si usano antibiotici a
largo spettro, come nel nostro caso, I’effetto negativo pud coinvolgere anche batteri saprofiti
(Kocher, 2006). I MOS invece agiscono legando i recettori presenti sulle fimbrie di tipo 1 di alcuni
patogeni riducendo il loro attacco alla mucosa intestinale e migliorando quindi I’ambiente enterico
per i batteri endogeni (Griggs e Jacob, 2005).

I mannanoligosaccaridi hanno mostrato un effetto simile agli antibiotici nella riduzione del numero
delle colonie di coliformi. Anche Ozduven et al. (2009) trovarono che 1’aggiunta di MOS a 2 g/kg
alle diete di broiler riduce significativamente la conta ciecale di coliformi nel confronto con il
gruppo controllo. Anche se le differenze non risultano statisticamente significative (probabilmente a
causa dell’elevata variabilita dei risultati) il contenuto ciecale dei conigli del gruppo MOS ha fatto

registrare il piu elevato numero di anaerobi totali.
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6. CONCLUSIONI

Gli antibiotici, nel confronto con gli altri due gruppi determinano una riduzione delle fermentazioni
batteriche a carico dei carboidrati di struttura e di riserva anche se le fermentazioni di fonti
carboniose e proteiche appaiono ben sincronizzate.

I MOS sono in grado di implementare le fermentazioni della parete cellulare, con particolare
riferimento alla cellulosa, e garantiscono inoltre un buon sincronismo nelle fermentazioni ciecali
riducendo la presenza di ammoniaca nel contenuto del cieco.

Stando a queste considerazioni, i MOS, usati ad una concentrazione di 1g/kg di dieta, possono
essere utilizzati come alternativa agli antibiotici nei conigli in fase di accrescimento, in quanto
apportano effetti positivi sul peso corporeo, sulla digeribilita dei nutrienti e sull'attivita fermentativa

della popolazione microbica ciecale
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Capitolo 3

UTILIZZO DI DIETE CON L’AGGIUNTA DI
MOS DURANTE IL PERIODO DI
FINISSAGGIO DEL CONIGLIO: EFFETTI
SULLE PERFORMANCE DI
ACCRESCIMENTO, SULLA
DIGERIBILITA DEI NUTRIENTI E SULLA
QUALITA DELLE CARCASSE E DELLE
CARNI

84



1. INTRODUZIONE

Il consumo di carne di coniglio dipende in larga misura da ragioni culturali, tradizionali e religiose.
Per stimolare I’acquisto di carne di coniglio da parte dei non-consumatori bisogna prima di tutto
puntare sull’educazione e sull’informazione riguardante questo tipo di carne e aumentarne la
funzionalita (oggi quasi assente).

Per mantenere, invece, costante la richiesta da parte dei consumatori abituali, un’attenzione
particolare va rivolta alla qualita della carne intesa sia come salubrita (vedi scandali BSE, influenza
aviaria, diossina, ecc), ma anche e soprattutto come “alimento funzionale” cio¢ come un prodotto
che, consumato, possa avere effetti positivi sulla salute del consumatore.

Quindi, i principali criteri considerati dai consumatori, e su cui bisogna puntare per aumentare la
domanda di carne di coniglio sono: salubrita, proprieta sensoriali, qualita edonistica (variabilita

sull’aspetto visivo), facilita e rapidita nella preparazione e prezzo.

1.1. Qualita della carne di coniglio

Come per altri animali, i prodotti ottenuti dal coniglio possono essere valutati considerando la
qualita della carcassa e la qualita della carne.

La qualita della carcassa deve soddisfare obiettivi economici come la resa in carne vendibile e la
convenienza per il consumatore. Tale qualita riguarda principalmente:

- il peso della carcassa (esso varia da 1,0 a 1,8 kg secondo le varie citta europee o regioni
considerate (Colin, 1999);

- la resa al macello riferita all’intera carcassa (pari a 55-61% del peso vivo; Ouhayoun, 1989; Dalle
Zotte e Ouhayoun, 1998; Bielanski et al., 2000; Milisits et al., 2000);

- la resa dei tagli di vendita (Lombata: 23-28%, Ouhayoun, 1989; arti posteriori: 27-29% della

carcassa a freddo, Parigi Bini et al., 1992a);

- la carnosita, riferita al rapporto carne-ossa della carcassa di riferimento (7.0-8.0; Parigi Bini et al.,
1992a) o degli arti posteriori (4.2 — 6.0, Ouhayoun, 1989; Pla e Cervera, 1997; Dalle Zotte e
Ouhayoun, 1998; Dal Bosco et al., 2000);

- la_grassezza quantita di grasso, espressa come percentuale di grasso sezionabile (3-6% della

carcassa di riferimento; Dalle Zotte e Ouhayoun, 1998);

- le perdite di refrigerazione (1,7-4 % della carcassa, Pla e Cervera, 1997; Dal Bosco e al., 2000).
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La definizione di qualita della carne varia e dipende dalle pratiche applicate durante la produzione
ed ingloba una moltitudine di caratteristiche diverse:

- la qualita nutrizionale;

- la qualita tecnologica;

- la qualita organolettica;

- la qualita igienica.

Questa ultima in particolare si riferisce da un lato allo stato microbico, ovvero tipo e numero di
microrganismi non patogeni e patogeni, dall’altro alla presenza di sostanze estranee quali residui di
medicamenti o altre sostanze in grado di alterare il gusto e 1’odore della carne e del grasso nonché le
condizioni della produzione animale in relazione al benessere animale e all’impatto della

produzione animale sull’ambiente (Dalle Zotte, 2004).

2. OBIETTIVO DELLA RICERCA

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato quello di studiare, 1’effetto dei mannanoligosaccaridi a differenti
concentrazioni nella dieta (0.5, 1.0 e 1.5 g/kg di dieta), sulle perfromance di accrescimento, sulla
digeribilita dei nutrienti nonché sulla qualita delle carcasse e delle carni di conigli durante la fase di
finissaggio (da 60 giorni ad eta di macellazione).

3. MATERIALE E METODI

3.1. Disegno sperimentale

Per la prova sono stati utilizzati 512 coniglietti di 60 giorni di eta, appartenenti al tipo genetico
ibrido Hyla, del peso medio di 1718 g , omogeneamente divisi in 4 gruppi (128 conigli per gruppo)
ed alloggiati tutti nello stesso capannone, in gabbie bicellulari delle dimensioni 26x46x35 cm (2
conigli per gabbia, per un totale di 256 gabbie, 64 gabbie per gruppo). La prova e durata
complessivamente 22 giorni, dall’inizio della fase di finissaggio, fino all’eta di macellazione (82

giorni).
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I gruppi hanno ricevuto la stessa dieta di basale e sono stati sottoposti ai seguenti trattamenti
alimentari: 1) gruppo MOS_0.5, la cui dieta contenente era integrata con Bio-Mos® (Alltech,
Inc., USA) alla concentrazione di 0.5 g/kg;

2) gruppo MOS_1.0, dieta contenente Bio-Mos® a 1.0 g/kg;

3) gruppo MOS_1.5, dieta contenente Bio-Mos® a 1.5 g/kg

4) gruppo CONT, dieta integrata con un antibiotico (apramicina) alla dose di 50 mg/kg.
L’apramicina viene di consuetudine utilizzata nell’azienda in cui si ¢ svolta la prova come
profilassi per le diverse patologie che possono manifestarsi in allevamento e non prevede tempi

di sospensione.

La dieta di base somministrata agli animali consisteva in un mangime del commercio normalmente
utilizzato in azienda, formulato in modo da coprire i fabbisogni nutritivi degli animali in accordo
con le indicazioni di Gidenne (2000). Gli ingredienti della dieta, in ordine decrescente di contenuto,
erano rappresentati da: farina di erba medica disidratata, cruschello, farina di girasole, fieno di erba
medica, mais, melasso di canna da zucchero, farina di estrazione di soia tostata, carbonato di calcio,
sale, olio di soia. La composizione chimica della dieta é riportata in tabella 1. Durante tutta la durata

della prova, gli animali hanno avuto libero accesso sia agli alimenti che all’acqua.

Tabella 1: Composizione chimica della dieta

Sostanza secca, % 87.00
Ceneri, % s.s. 10.92
Proteine grezze, % s.s. 18.97
Lipidi grezzi, % s.s. 3.79
Fibra grezza, % s.s. 18.97
NDF, % s.s. 32.12
ADF, % s.s. 21.73
ADL, % s.s. 3.57
Cellulosa, % s.s. 18.16
Emicellulosa, % s.s. 10.93
EL, Kcal/Kg s.s 2640
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3.3. Rilievi effettuati nel corso della prova

La mortalita ¢ stata registrata quotidianamente sull’intero gruppo fino all’eta di macellazione.

11 peso vivo individuale e I’ingestione di alimento per gabbia sono stati rilevati ogni settimana su un
totale di 32 gabbie per gruppo (64 conigli), al fine di calcolare I’incremento ponderale giornaliero e
I’indice di conversione alimentare (ICA).

I coefficienti di digeribilitd apparente di sostanza secca (SS), sostanza organica (SO), proteine
grezze (PG), estratto etereo (EE), fibra grezza (FG), fibra resistente al detergente neutro (NDF),
fibra resistente al detergente acido (ADF), cellulosa ed emicellulosa sono stati misurati utilizzando
le ceneri acido insolubili (CAI) come marcatore inerte, come proposto da VVogtmann et al. (1975).
Le feci sono state raccolte in tre giorni consecutivi (77 - 79 giorni di eta) utilizzando delle reti di
nylon piazzate sotto le gabbie. Trasportate in laboratorio, le feci fresche, separate dall’eventuale
ciecotrofo presente, sono state essiccate in una stufa a ventilazione forzata a 60 °C fino a
raggiungere un peso costante e quindi sottoposte ad analisi. 1l calcolo dei coefficienti di digeribilita
apparente é stato effettuato come segue:

digeribilita apparente (%) = 100%[(% CAI nelle feci /% nutriente nelle feci)—(% CAl

nell’alimento/% nutriente nell’alimento)]/(% CAI nelle feci /% nutriente nelle feci).

A 82 giorni di eta sono stati sacrificati 16 conigli per gruppo scelti in modo da ottenere animali
omogenei tra i gruppi per peso e per sesso (rapporto maschi femmine 1:1). La macellazione é stata
effettuata in un macello cunicolo specializzato, nel pieno rispetto delle norme relative al benessere
animale.

Su tutte le carcasse, in accordo con le indicazioni di Blasco et al. (1992), sono stati effettuati i
seguenti rilievi:

- apparato digerente pieno e vuoto (sgrondato),

- pelle,

- parti distali degli arti anteriori e posteriori e coda,

- tratto urogenitale con vescica vuota.

Le carcasse cosi ottenute sono state quindi pesate e refrigerate a 4°C. Trascorse 24 ore, le carcasse
sono state di nuovo pesate in modo da misurare le perdite d’acqua dovute alla refrigerazione e le
seguenti parti anatomiche sono state separate e pesate:

- testa,

- fegato privato della cistifellea,

- corata (cuore, polmoni, esofago, trachea, ghiandola del timo)
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- reni privati del grasso perirenale.

Dopo I’asportazione del grasso di deposito (interscapolare, inguinale e perirenale), le carcasse sono
state nuovamente pesate ottenendo la cosiddetta carcassa di riferimento.

Dalla carcassa di riferimento (CR) sono stati inoltre separati I’estremita distale degli arti e il

longissimus dorsi (LD).
La carne ottenuta dallo spolpo dell’arto posteriore sinistro € stata macinata, essiccata ed utilizzata

per determinare i contenuti di umidita, grasso e ceneri (AOAC, 1984). La percentuale di proteine e

stata calcolata invece per differenza.

3.4.Caratteristiche fisiche

Il pH é stato misurato nel muscolo Biceps femoris dopo 24 h di refrigerazione, mediante un
pHmetro portatile (modello HI 9025; Hanna Strumenti, Woonsocket, RI) dotato di un elettrodo
specifico per il substrato da testare (FC 230C; Hanna Instruments) .

L’arto posteriore sinistro ¢ stato asportato e utilizzato per valutare la percentuale di carne, ossa e
grasso. Il rapporto carne-0sso e stato calcolato secondo le indicazioni di Parigi-Bini et al. (1992)
come segue:

carne / 0ssa = (peso del’arto posteriore - Peso 0SS0) /peso 0Sso.

Il colore della carne e stato misurato usando un colorimetro (Minolta CR-300, illuminant D65 and
0° observer; Minolta Camera Co., Osaka, Japan, Hunter-Lab Method) ripetendo la misurazione 3
volte, dopo rotazione del campione di 90° e ripetendo la procedura in 3 differenti aree del
campione. Lo strumento e stato standardizzato su una piastrella bianca, impiegando lo standard
fornito con lo strumento, prima dell” esecuzione delle misurazioni (Y = 92,8, x = 0,3162, e y =
0,3322). Le misure colorimetriche sono state registrate 24 h dopo la macellazione, su una superficie
di taglio fresca nel centro anatomico del bicipite femorale. La media aritmetica delle 9 misurazioni,
effettuate sul campione di muscolo, é stata sottoposta ad analisi statistica. | parametri a * e b *
misurati sono stati utilizzati per la determinazione di Croma = (a** + b*?) 2 e Tinta = tan™ (b* /
a*), come indicato da Mancini et al. (2004) e Little (1975).

Il grado di tenerezza é stato testato misurato mediante il Warner- Bratzler Shear Force (WBSF) su
cilindretti di bicipite femorale crudi di 1,27 cm di diametro, con taglio parallelo alla direzione delle
fibre muscolari. La WBSF é stata misurata mediante Instron 1140 (Instron, High Wycombe, Regno
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Unito) con una velocita di taglio trasversale di 50 mm/min e un carico di 50 N. La registrazione
dello sforzo compiuto dalla lama per tagliare il campione e stata riportata su di un grafico
bidimensionale carico-spostamento dando luogo al tipico tracciato tissurometrico. Da tale curva,
tramite opportuni calcoli, si sono ottenuti durezza e resistenza. Le forze di taglio sono state
applicate perpendicolarmente alla direzione delle fibre muscolari. Ogni campione é stato analizzato
tre volte e la media aritmetica delle registrazioni ottenute da ciascun campione € stata sottoposta ad

analisi statistica.

3.5.Analisi chimiche

Le analisi chimiche della dieta di base sono state effettuate utilizzare il protocollo dell” AOAC
(2004): sostanza secca (Metodo 934,01), estratto etereo (metodo 920,39), ceneri (metodo 942,05),
proteina grezza (Metodo 954,01), fibra grezza (metodo 945,18), ADF e ADL (Metodo 973,18), e
NDF (Metodo 2.002,04). L’energia digeribile della dieta e stata calcolata secondo l'equazione
proposta da Xiccato (1989): ED = 13.68-0.2472 x FG, dove ED e I'energia digeribile apparente
(MJ/kg) e FG ¢ la fibra grezza (% tal quale). Il valore dell’ED ottenuto € stato moltiplicato per 239
per convertirlo in kcal/kg. 1 contenuti di cellulosa ed emicellulosa della dieta sono stati calcolati,
rispettivamente, come ADF-ADL e NDF-ADF.

I campioni di carne prelevati per dissezione dall’arto posteriore sinistro sono stati analizzati
utilizzando i seguenti metodi proposti dall’AOAC (1984): umidita, metodo n. 950,46; grasso,
metodo n. 930,27; ceneri, metodo n. 950,153. 1l conenuto proteicoe stato calcolato per differenza. Il
contenuto di collagene e stato determinato utilizzando il metodo riportato da Tateo et al. (2008). La
determinazione del contenuto di 4-idrossiprolina é stata effettuata secondo la procedura suggerita da
Kindt et al. (2003) mediante Spettrometro di massa ad elettrospray (LCQ Thermo Electron, CA,
Waltham, MA).

I lipidi totali sono stati estratti mediante 1’omogenizzazione di un campione di carne prelevato
dall’arto posteriore sinistro con cloroformio-metanolo (2:1 v/v), secondo quanto previsto dal
metodo di Folch et al. (1957). La determinazione della composizione degli acidi grassi della carne &
stata quindi effettuata tramite gas cromatografia, previa preparazione degli esteri metilici degli acidi
grassi mediante transesterificazione con metanolo in presenza di HCI 3% in metanolo (vol / vol) in
accordo con Christie et al. (2001).

Il gas cromatografo (CE 8000 Top, Thermoquest, Milan, Italy) era dotato di una colonna capillare

della Supelco(OMEGAWAX 250 capillary fused silica, 30m, 0.25mm, 0.25um film thickness), le
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condizioni di analisi sono state le seguenti: temperatura di analisi 200°C; iniettore 250°C;
temperatura detector a fiamma ionica, 250°C; gas carrier idrogeno, 1.6 ml/min.

Il riconoscimento dei singoli acidi grassi € avvenuto rapportando i singoli tempi di ritenzione a
quelli del mix di standard noti (Mix C4-24, 18919- 1 AMP, Supelco, Bellafonte, PA, USA).

I risultati sono stati espressi in percentuale (peso/peso) sul totale degli Acidi Grassi degli esteri
metilici. Gli indici aterogenico e trombogenico sono stati calcolati secondo Ulbricht e Southgate
(1991) come segue:

indice aterogeno=

(C12:0 + 4xC14:0 + C16:0)
[> MUFA + Y(n — 6) + X(n — 3)]

Indice trombogenico=

(C14:0 + C16:0 + C18:0)
[0.5x Y MUFA+0.5xY(n—6)+3xY(n—=3)+X(n—3)X(n—6)]

4. ANALISI STATISTICA

| dati sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA utilizzando la procedura GLM del
SAS (2000). La gabbia (1 o 2 conigli / gabbia) é stata usata come unita sperimentale. Il modello ha
incluso l'effetto fisso della dieta e la gabbia € stata introdotta come effetto random. Le differenze tra
le medie sono state valutate utilizzando il Tukey test e considerando significativo il livello di P
inferiore a 0.05. 1l tasso di mortalita & stato analizzato mediante il thest. Inoltre, le medie relative
all’effetto dei trattamenti alimentari SOnNO state confrontate mediante 1’analisi dei contrasti

ortogonali (Steel e Torrie, 1980).
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S.RISULTATI

5.1.Performance di accrescimento

Per tutta la durata della prova, il tasso di mortalita non é risultato differente tra i gruppi in esame e
si e attestato mediamente su un valore del 5.75%. Come conseguenza della mortalita, due gabbie
per ogni gruppo sono state scartate e il numero di gabbie utilizzate per I’analisi statistica ¢ risultato
di 30 per gruppo.

I conigli alimentati con la dieta contenente 1.5 g/kg MOS hanno fatto registrare un piu elevato
incremento ponderale giornaliero (contrasto lineare e quadratico, P <0.01) (Tabella 2) rispetto ai
conigli alimentati con le altre diete contenenti diversi livelli di MOS; tuttavia confrontando
I’incremento ponderale giornaliero (IPG) dei conigli del gruppo controllo con la media dell’IPG dei
tre gruppi alimentati con I’aggiunta di MOS non sono emerse differenze statisticamente
significative. Il valore medio di ingestione volontaria giornaliera di alimento, tabella 2, & diminuito
(P <0.01), in funzione dell’inclusione di quantita crescenti di MOS alla dieta.

Inoltre, i gruppi controllo e MOS_0.5g/kg hanno fatto registrare un’ingestione media giornaliera piu
elevata (P <0.05) rispetto ai conigli alimentati con diete contenenti MOS in ragione di 1.0 0 1.5
g/kg di alimento. In ogni caso, 1’analisi dei contrasti tra il gruppo controllo vs. tutti i gruppi
alimentati con MOS, mette in evidenza una maggiore ingestione media giornaliera (P<0.001) per il
gruppo di controllo. L’indice di conversione alimentare (ICA) ha avuto una riduzione lineare (P
<0.001) in funzione del livello di inclusione di MOS nelle diete, con valori piu favorevoli nel
gruppo alimentato con 1.5 g/kg di MOS.
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Tabella 2 Incremeto ponderale giornaliero (IPG), ingestione volontaria giornaliera (IVG), e indice

di conversione alimentare (ICA) registrato nei 4 gruppi trattati durante la prova(60 - 82 d)

Trattamento Analisi dei contrasti
Cont MOS0.5 MOS1.0 MOS1.5 SEM? Cont Linear Quadrati
VS C
MOS
IPG,g/d 33.3° 33.1° 32.7° 34.7° 0.3 NS Fokk >k
IVG g/d 149.9% 150.4% 141.9° 139.6" 0.8  *x  kkx ok
ICA g/g 4.50° 4,54 4.34° 4.02° 0.04  *¥x ek NS

€, b = P < 0.05. NS = non significativo, P > 0.05. **P < 0.01, and ***P < 0.001.

'Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg di dieta) con apramicina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS;); MOS-0.5, MOS-1.0, e MOS-1.5 = gruppi supplementati rispettivamente con MOS
(Alltech, Inc., Nicholasville, KY) a 0.5, 1.0 e 1.5 g/kg di dieta.

“n = 30 gabbie per gruppo (2 gabbie sono state escluse a causa della mortalita).

5.2.Digeribilita dei nutrienti

La digeribilita apparente di sostanza secca, sostanza organica, fibra grezza, NDF, ADF, cellulosa ed
emicellulosa (Tabella 3) risulta incrementata dall’impego dei MOS in confronto con il gruppo
controllo (P <0.05) e l’incremento mostra un andamento di tipo quadratico. La digeribilita
dell’estratto etereo non ha invece subito alcun tipo di influenza in funzione del trattamento

alimentare cui gli animali sono stati sottoposti.
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Tabella 3 Valori della digeribilita apparente (%) dei nutrient nei 4 gruppi trattati.

Trattamento Analisi dei contrasti
ANT MOS_0.5 MOS_1.0 MOS_15 SEM CON Linear  Quadratic
Vs
MOS

dss 68.82b 71.68ab 70.80ab 75.04a 1.27 * NS *
dSo 69.39b 72.61ab 71.74ab 75.95a 1.23 * NS *
dPG 81.62b 86.55ab 84.94ab 87.23a 1.00 fal NS NS
dEE 91.64 90.92 90.91 92.79 1.01 NS NS NS
dFG 25.73b 35.52ab 36.34ab 45.86a 2.84 ** NS *x
dNDF 43.45b 49.57ab 47.28ab 54.28a 2.24 * NS o
dADF 21.22b 34.88a 32.74a 41.40a 236 ** NS *
dCELL 28.31c 38.24ab 34.27hbc 45.48a 2.11 il NS **
dEMICELL 56.76b 63.08ab 62.12ab 68.07a 2.03 ** NS *

2PMeans within a row with different superscripts differ (P < 0.05). NS = non significativo, P > 0.05. *P £ 0.05, **P <
0.01, and ***P < 0.001.

d SS= digeribilita della Sostanza secca; d SO= digeribilita della Sostanza Organica; dPG=digeribilita della Proteina
Grrezza; d EE= digeribilita dell” Estratto Etereo; dFG=digeribilita della fibra grezza; ANDF= digeribilita della fibra in
detergente neutro; dADF= digeribilita della fibra in detergente acido; dCELL=digeribilita della cellulosa; d
EMICELL=digeribilita dell’emicellulosa.

“Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg of diet) con apramycina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS); MOS-0.5, MOS-1.0, e MOS-1.5 = gruppi supplementari rispettivamente con MOS
(Alltech, Inc., Nicholasville, KY) a 0.5, 1.0 e 1.5 g/kg di dieta.

*n = 30 gabbie per gruppo (escluse 2 gabbie per mortalitd).

5.3. Caratteristiche della carcassa

Il peso vivo degli animali al momento della macellazione (82 giorni di eta), cosi come quasi tutte le
caratteristiche delle carcasse, compresa la resa, non hanno fatto registrare differenze significative tra
i gruppi in prova (Tabella 4). Tuttavia, i conigli alimentati con la dieta contenente 1.5g MOS/kg di
dieta hanno mostrato una piu elevata incidenza percentuale sul peso vivo (P <0.05) dell’apparato
digerente vuoto rispetto ai conigli del gruppo controllo e degli animali alimentati con 0.5 g/kg di
MOS. Inoltre, i conigli alimentati con la dieta contenente 1.5 g di MOS/kg di dieta hanno fatto
registrare anche una ridotto (P < 0.05) peso del fegato, peso espresso come percentuale della

carcassa di riferimento, rispetto ai conigli alimentati con la dieta controllo.
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Tabella 4 Rilievi alla macellazione e alla sezionatura

Trattamento Analisi dei contrasti

Control MOS 05 MOS 1.0 MOS 15 SEM Cont linear quadr

VS atico
MOS
PV, g 2376.7  2393.9 2467.6 2460.7 7012 NS NS NS
CRef, g 1395.4  1393.2 1453.9 14583 4572 NS NS NS
CR, g 11228 11204 1165.3 11825  39.82 NS NS NS
LC, cm 38.14 36.10 38.89 38.57 1.01 NS NS NS
CC, cm 19.00 18.50 19.22 19.29 0.67 NS NS NS
Pelle, % PV 15.96 15.76 15.31 15.86 0.31 NS NS NS
DV, % PV 8.19° 8.68" 8.73% 9.21° 0.09 NS NS NS
RCL, % 58.77 58.07 58.94 59.26 0.30 NS NS NS
RCN, % 65.72 65.50 64.59 66.54 0.30 NS NS NS
testa, % CR 11.22 12.33 11.13 11.39 0.36 NS NS NS
Fegato, % CR 9.45° 8.54% 8.43% 7.87° 0.68 NS NS NS
Rene, % CR 1.25 1.45 1.39 1.42 0.08 NS NS NS
Cuore, % CR 2.37 2.35 2.42 2.37 0.11 NS NS NS
GP, % CR 1.44 1.65 1.71 1.31 0.03 NS NS NS
Gl, % CR 0.50 0.50 0.51 0.35 0.10 NS NS NS
GS, % CR 1.33 0.83 0.52 1.10 0.25 NS NS NS

2PMeans within a row with different superscripts differ (P < 0.05). NS = non significativo.

'Carcassa di riferimento = senza testa, fegato, il cuore, polmoni, esofago, trachea, timo, reni privi di grasso peri renale
PV: peso vivo; DV: digerente vuoto; CRef: carcassa refrigerata; RCL:resa lorda a caldo; RCN: resa a caldo netta; CR:
carcassa di riferimento; LC:lunghezza della carcassa; CC: circonferenza della carcassa; GP: grasso perirenale; GlI:
grasso inguinale; GS: grasso scapolare

“Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg of diet) con apramycina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS); MOS-0.5, MOS-1.0, and MOS-1.5 = gruppi supplementari rispettivamente con MOS
(Alltech, Inc., Nicholasville, KY) at 0.5, 1.0 e 1.5 g/kg di dieta.

*n = 16 animali (8 maschi e 8 femmine) per gruppo.

5.4. Caratteristiche fisiche della carne, contenuto di collagene e solubilita

Anche per quasi tutti i parametri riportati nella Tabella 5 non sono state registrate differenze
significative in funzione del trattamento alimentare dei coniglietti. Soltanto la resistenza al taglio

(WBSF) del muscolo bicipite femorale € risultata diminuire con un andamento di tipo lineare (P
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<0,05) con I’inclusione di livelli crescenti di MOS nella dieta, tuttavia il valore WBSF nei conigli
alimentati con la dieta controllo non e risultato diverso dai valori medi misurati per i conigli
alimentati con le tre diverse concentrazioni di MOS. | conigli alimentati con la dieta contenente 1.0
g di MOS/kg hanno fatto registrare una piu elevata (P <0.05) incidenza di ossa nell’arto posteriore
sinistro rispetto ai conigli alimentati con la dieta di controllo. Di conseguenza, il rapporto carne/ossa
dei conigli alimentati con la dieta contenente 1.0 g di MOS/Kg e risultato inferiore (P <0.05) rispetto
ai conigli del gruppo controllo.

96



Tabella 5. Caratteristiche fisiche, contenuto di collagene e solubilita della carne dell’arto posteriore sinistro

Trattamento Analisi dei contrasti
Control MOS 05 MOS 1.0 MOS 15 SEM Cont linear quadratico
VS
MOS
L* 4991 53.67 50.49 49.30 1.87 NS NS NS
a* 4.32 4.90 4.64 4.37 0.34 NS NS NS
b* 2.11 2.35 2.52 1.75 0.56 NS NS NS
C* (Croma) 4.86 4,99 4.85 4.55 0.78 NS NS NS

h* (a. di tinta) 26.15 25.67 28.54 21.75 197 NS NS NS

pH 5.84 5.84 5.76 582 003 NS NS NS
WBSF (Kg) 0.46" 0.65° 0.68° 043 004 NS  * NS
Collagene,mg/g  7.72 9.47 9.73 9.07 0.63 NS NS NS
Coll Sol, % 2732  29.57 27.89 2853 075 NS NS NS
APS, g 136.0 1476 140.9 146.6 613 NS NS NS

Osso, % APS 17.59° 18.32*  21.01* 18.06® 0.84 NS NS NS
Carne, % APS  80.62 80.01 77.29 80.16 0.87 NS NS *
Grasso, %APS  1.77 1.67 1.70 1.77 0.22 NS NS NS

C/O 4.60° 4.47%° 3.76° 450" 021 NS NS *x

APS: arto posteriore sinistra; C/O: rapporto carne 0ssa; Coll Sol: collagene solubile; WBSF: test del Warner Bratzler Shear Force
%PMeans within a row with different superscripts differ (P < 0.05). NS = non significativo, P > 0.05. *P £ 0.05 and **P< 0.01
2Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg of diet) con apramycina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS); MOS-0.5, MOS-1.0, and MOS-1.5 = gruppi supplementati rispettivamente con MOS (Alltech, Inc.,
Nicholasville, KY) at 0.5, 1.0 and 1.5 g/kg di dieta.

3n = 16 animali (8 maschi e 8 femmine) per gruppo.

5.5. Composizione chimica e perdite di scongelamento della carne

Non sono state osservate differenze tra i gruppi per quanto riguarda la composizione chimica della
carne (Tabella 6). Tuttavia, i conigli alimentati con la dieta contenente 1.5 g/kg di MOS hanno fatto
registrare perdite di scongelamento piu basse (P < 0.05) rispetto ai conigli alimentati con la dieta di

controllo. 1l confronto tra il gruppo controllo e le diete MOS ha indicato, inoltre, che i conigli del
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gruppo controllo hanno presentato piu elevate perdite (P < 0.01) di scongelamento rispetto ai

conigli alimentati con le diete supplementate con i MOS.

Tabella 6. Composizione chimica (g/100 g) e perdite di congelamento nella carne dell’arto posteriore

sinistro

Trattamento Analisi dei contrasti

Cont MOS_0.5 MOS_1.0 MOS_1.5 SEM CON Linear  Quadratic
Vs
MOS

Umidita 72.69 72.86 72.58 72.18 054 NS NS NS
Proteine 22.50 22.33 22.59 22.93 0.46 NS NS NS
Grassi, 3.63 3.61 3.65 3.70 0.07 NS NS NS
Ceneri, 1.17 1.19 1.18 1.19 0.02 NS NS NS
PC 2.29° 1.64% 1.99% 121° 017 ** NS *

P Means within a row with different superscripts differ (P < 0.05). NS = non sigbnificativo, P > 0.05. *P £ 0.05 and
**P< 0.01.

!Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg of diet) con apramycina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS); MOS-0.5, MOS-1.0, and MOS-1.5 = gruppi supplementati rispettivamente con MOS
(Alltech, Inc., Nicholasville, KY) at 0.5, 1.0 and 1.5 g/kg di dieta.

“n = 16 animali (8 maschi e 8 femmine) per gruppo.

5.6. Profilo acidico dei grassi della carne

La concentrazione di acido palmitico (C16:0) é risultata piu elevata (P <0.05) nella carne dei conigli
alimentati con la dieta controllo rispetto a quelli alimentati con le diete contenenti MOS a1.00 1.5
g/kg. Per quanto rigurada 1’acido stearico (C18:0) la sua concentrazione € stata piu elevata (P
<0.05) nei conigli del gruppo controlo rispetto a quella dei gruppi alimentati con diete contenenti
MOS; inoltre, considerando i soli conigli alimentati con MOS, la concentrazione di acido stearico
ha mostrato una riduzione (di tipo lineare e quadratico, P <0.05) inversamente proporzionale
all’aumento dei livelli dietatici di MOS. Il totale degli acidi grassi saturi € risultato piu eleavto (P
<0.01) nella carne dei conigli alimentati con la dieta controllo rispeto alle tre diete contenenti
MOS. Il contenuto di acido oleico (C18:1) e risultato maggiore (P <0.05) nella carne di conigli
alimentati con diete contenenti 1.0 o 1.5 g di MOS/kg rispetto alla dieta controllo e a quella
contenente 0.5 g di MOS/kg. In ogni caso, la concentrazione di C18:1 nelle carni dei conigli dei tre
gruppi MOS e risultata piu elevata (P <0.05) rispetto agli animali alimentati con la dieta controllo.

La carne dei conigli alimentati con diete contenenti 1.0 o 1.5 g di MOS/kg ha fatto registrare,
98



inoltre, un maggior contenuto (P <0.05) di acidi grassi monoinsaturi rispetto ai conigli alimentati
con la dieta contenente apramicina (gruppo controllo). Analogamente, le tre diete contenenti MOS,
confrontate con il gruppo di controllo hanno fatto registrare una maggiore concentrazione (P
<0.001) di acidi grassi monoinsaturi totali. L'indice trombogenico, invece, € risultato piu elevato (P

<0.05) nella carne dei conigli del gruppo di controllo rispetto ai gruppi MOS.
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Tabella 7.. profile degli Acidi Grassi (% di esteri metilici degli acidi grassi totali) e gli indici relativi

alla salute umana nella carne dell’arto posteriore di coniglio.

Trattamento Analisi dei contrasti

Contr MOS 0.5 MOS 1.0 MOS 15 SEM Cont linear quadr

ol VS atico
MOS
SFA

Laurico 12:0 1.58 1.34 1.50 1.50 0.11 NS NS NS
Miristica 14:0 5.21 4.67 4.91 4.79 020 NS NS NS
Palmitico 16:0 30.78% 28.11%* 27.19° 27.80° 052 * NS NS
Stearico 18:0 0.87° 078" 0.67° 0.67° 0.03 * * *
Totale 38.44*  34.90° 34.27° 34.67° 042  ** NS NS
MUFA
Miristoleico 14:1 .55 0.63 0.54 0.53 009 NS NS NS
Palmitoleico 16:1 6,39 5.91 5.47 5.84 023 NS NS NS
Oleico 18:1 27.44°  29.43° 31.46° 30.73%  0.59 * NS NS
Totale 34.38° 3597® 37.47° 37.10° 039 *** NS NS
PUFA
Linoleico 18:2 23.62  25.67 24.70 2480 105 NS NS NS
yLinoleico 18:3 0.76 0.81 0.73 0.72 010 NS NS NS
aLinoleico 18:3 0.36 0.36 0.43 0.42 009 NS NS NS
Arachidonico 20:4 (.59 0.62 0.60 0.53 0.08 NS NS NS
C20:503 0.42 0.37 0.42 0.38 0.05 NS NS NS
C22:503 0.98 0.95 1.01 0.95 0.08 NS NS NS
C22:603 0.45 0.35 0.37 0.43 0.04 NS NS NS
Totale 2718  29.13 28.26 2823 093 NS NS NS
Indice Aterogenico  0.86 0.74 0.74 0.74 0.04 NS NS NS
Indice 1.01*  0.89° 0.85° 0.87° 0.02 * NS NS

trombogenico

#“Means within a row with different superscripts differ (P < 0.05). NS = non significativo, P > 0.05. *P < 0.05, **P <0.01, and ***P
<0.001.

Control = supplementazione del gruppo di controllo (50 mg/kg of diet) con apramycina (Elanco, Greenfield, IN; no
mannanoligosaccharides, MOS); MOS-0.5, MOS-1.0, and MOS-1.5 = gruppi supplementati rispettivamente con MOS (Alltech, Inc.,
Nicholasville, KY) at 0.5, 1.0 and 1.5 g/kg di dieta.

2n = 16 animali (8 maschi e 8 femmine) per gruppo.
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6. DISCUSSIONE

I risultati di questa prova hanno indicato che i MOS possono sostituire 1’apramicina durante la fase
di finissaggio dei conigli (60 - 82 giorni di etd) senza compromettere la qualita o la composizione
della carcassa, e con un miglioramento delle prestazioni produttive degli animali.

Il miglioramento dell’indice di conversione alimentare osservato nei conigli alimentati con diete
contenenti MOS, piuttosto che apramicina, sembra essere da imputare ad una migliore digeribilita
dei nutrienti della dieta. Mourao et al. (2006) hanno attribuito I'aumento della digeribilita dei
mangimi ad un miglioramento dell’istologia intestinale, affermando che i MOS possono aumentare
I'altezza dei villi e la profondita delle cripte, con un conseguente ampliamento della superficie di
assorbimento intestinale. Tuttavia, nel corso della nostra prova, l'aumento della digeribilita della
sostanza organica e della sostanza secca sarebbero da attribuire ad un aumento della digeribilita dei
carboidrati strutturali. Questo risultato conferma in parte i risultati di nostri studi precedenti (Bovera
et al. (20104, b), in cui i conigli alimentati con una dieta contenente una quantita di MOS pari a 1.0
g/kg hanno presentato una digeribilita della cellulosa piu elevata dei conigli alimentati con diete
contenenti apramicina, 0.5 o 1.5 g di MOS/kg. Questo risultato puo essere attribuito all’azione
selettiva dei MOS sulla microfolora intestinale; tale azione favorisce in modo indiretto la flora
cellulosolitica, responsabile delle fermentazioni dei carboidrati strutturali a scapito della flora
patogena. Da ricordare che i MOS non determinano la morte dei batteri patogeni, ma ne prevengono
I’attacco e la colonizzazione della mucosa intestinale, mentre gli antibiotici inibiscono la vitalita e
la proliferazione non solo di alcuni agenti patogeni, ma anche della microflora saprofita
dell’intestino (Ferket et al., 2002).

L'incremento della digeribilita proteica pud essere attribuibile ad un miglioramento della sintesi
microbica di nuovi aminoacidi partendo dall’azoto e dalle catene carboniose provenienti dalla
digestione dei carboidrati. I conigli possono utilizzare questa fonte di azoto mediante la ciecotrofia.
Contrariamente alle proteine, la digeribilita dei lipidi non é stata influenzata dal trattamento
alimentare; infatti & riconosciuto che I’effetto principale dell’ingestione di feci molli (ciecotrofo) é
quello del riutilizzo proteico (Villamide et al., 2010). I lipidi che sfuggono all'assorbimento
intestinale, non sono utilizzati dalla microflora ciecale, ma solo idrogenati/deidrogenati (Fernandez
et al, 1994;. Gidenne, 1996). Per questo motivo l'estratto etereo contenuto nelle feci molli e in
quelle dure sono abbastanza simili (Cheeke, 1987; Carabano e Piquer, 1998).

L'aumento del peso relativo del tratto gastrointestinale nei conigli alimentati con diete contenenti
MOS rispetto a quelli alimentati con la dieta di controllo, € in accordo con i risultati di Piccolo et al.

(2009). Questo puo essere dovuto al fatto che l'inclusione di antibiotici come promotori della
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crescita alle diete dei conigli causa una riduzione della massa enterica. Al contrario, l'inclusione dei
MOS nelle diete non influenza la massa enterica dei conigli, ma pud causare un aumento della
muscolatura luminale dovuto a un aumento della motilita intestinale. Inoltre, la riduzione
percentuale del fegato rispetto alla carcassa di riferimento € stata osservata anche da Piccolo et al.
(2009) nel coniglio, nonché da Bonos et al. (2010) in quaglie giapponesi.

Non e facile spiegare perché una maggiore percentuale di 0sso e, di conseguenza, un rapporto
minore carne/osso sia stato registrato nell’arto posteriore sinistro dei conigli alimentati con la dieta
contenente 1.0 g di MOS/kg rispetto ai conigli alimentati con le altre diete. Analogamente,
I'aumento della forza di resistenza al taglio del muscolo bicipite femorale nei conigli alimentati con
0.5 e 1.0 g di MOS/kg di alimento é difficile da spiegare. Secondo le nostre conoscenze questoa
ricerca & laprima che valuta gli effetti dei MOS sulla qualita della carcassa e delle carni dei conigli.
Nei conigli, gli acidi grassi endogeni (sintetizzati dai carboidrati) sono principalmente C16: 0, C18:
1 e C18: 0 (Ouhayoun et al., 1985, 1987). Gli acidi grassi polinsaturi della carne di coniglio
provengono principalmente dall'ingestione esogena di lipidi (Ouhayoun, 1998), anche se la sintesi
di n-3 PUFA é possibile nel fegato a partire dai precursori presenti nella dieta, e la quantita prodotta
dipende dal rapporto tra n-6/n-3 della dieta (Peiretti e Meineri, 2008). Tuttavia, secondo alcuni
autori (Furuse et al, 1992; Castellini et al, 2002; Dal Bosco et al, 2004), la composizione degli acidi
grassi dei tessuti animali pud essere modificata per effetto dell'azione della microflora gastro-
intestinale, perché i microrganismi sono in grado di idrogenare gli acidi organici insaturi in
poliinsaturi, o anche di desaturare alcuni acidi organici. Castellini et al. (2002) hanno sottolineato il
ruolo della microflora ciecale, mostrando che la reingestione delle feci molli produce una maggiore
concentrazione di n-3 PUFA a catena lunga nella carne. Tuttavia, nelle specie che non effettuano la
ciecotrofia, come la quaglia giapponese e il suino, Rekiel et al. (2005) e Bonos et al. (2010) hanno
osservato una minore concentrazione di acido palmitico e una maggiore concentrazione di acido
oleico nelle carni degli animali a cui era stato aggiunto MOS nella dieta alla concentrazione di 1.0
g/kg; entrambi gli autori hanno attribuito questo risultato a una diversa azione della microflora
intestinale.

Nella nostra prova, le cause principali a cui si attribuiscono le differenze nel profilo acidico dei
grassi della carne, sono la diminuita concentrazione di acidi grassi saturi (AGS) (principalmente,
C16:0) e I’aumentata concentrazione degli acidi grassi monoinsaturi(AGM) (principalmente C18:1),
mentre nessun cambiamento si & riscontrato nella concentrazione degli acidi grassi polinsaturi
(AGP) quando la concentrazione degli acidi grassi € stata espressa come percentuale del totale degli
AG. La nostra ipotesi & che l'effetto dei MOS sulla microflora intestinale possa aver favorito

microrganismi con capacita di sintesi di acidi grassi diverse da quelle della microflora selezionata
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dagli antibiotici, e questo potrebbe aver influenzato la composizione acidica dei grassi della carne
dei conigli in prova. Inoltre, la carne dei conigli del gruppo controllo ha presentato un indice
trombogenico maggiore a causa della maggiore concentrazione di C16:0 e C18:0, e una minore
concentrazione di acidi grassi monoinsaturi, in particolare di C18:1. Alcuni dati epidemiologici e
lavori sperimentali indicano che a una dieta ricca di AGS (C12:0, C14:0 e C16:0) € associato un
aumento della concentrazione del colesterolo sierico, che a sua volta é collegato ad un’aumentata
incidenza di malattie coronariche. Inoltre, gli acidi grassi saturi a lunga catena (C14:0, C16:0 e
C18:0) accelerano la formazione di trombi, a differenza degli acidi grassi mono e polinsaturi
(Ulbricht e Southgate, 1991).
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/. CONCLUSIONI

Dai risultai descritti nelle pagine precedenti, emerge che I’impiego di MOS in quantita crescenti da
0 a 1.5 g/kg migliora in maniera lineare I’indice di conversione alimentare dei conigli durante la
fase di finissaggio. Inoltre i MOS possono migliorare la qualita della carne modificando il profilo
degli acidi grassi, con una riduzione della quota degli acidi grassi saturi , un aumento dei
monoinsaturi e una riduzione dell’indice trombogenico. Pertanto, i mannanoligosaccaridi possono
essere utilizzati in sostituzione all’apramicina, nelle diete di conigli durante il periodo di

finissaggio, senza effetti negativi sulle caratteristiche fisiche e chimiche delle carni.
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Capitolo 4

EFFETTO DELI’APPLICAZIONE
MEDIANTE SPRAIZZAZIONE DI
LACTOBACILLUS PLANTARUM, SULLE
PERFORMANCE DI ACCRESCIMENTO,
SULLE FERMENTAZIONI CIECALI E SU
ALCUNI PARAMETRI EMATOLOGICI DI
CONIGLIETTI DURANTE LA FASE Dl
ALLATTAMENTO
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1. INTRODUZIONE

| lacttobacilli non sono microrganismi normalmente costistuenti la flora batterica dell’apparato
digerente del coniglio in quanto, secondo alcuni autori (Maertens et al.-, 2006), aderiscono poco alle
cellule epiteliali dell’intestino: per questo motivo il loro impiego in coniglicoltura suscita alcune
perplessita (Yu e Zeni, 1993). Tuttavia, studi clinici nei conigli da compagnia (Fann et al., 2001)
hanno dimostrato che i lacttobacilli possono essere utilizzati con successo in caso di enteriti, in
associazione alle terapie antibiotiche, migliorando i tempi di guarigione degli animali. I meccanismi
d’azione che gli autori hanno ipotizzato sono due: il primo sarebbe legato al fatto che i lacttobacilli
sembrano avere un effetto inibitorio nei confronti dei ceppi patogeni di E. coli (Abo-EI- Khair et al.,
1993) e quindi potrebbe essere utile somministrarli in caso di sovrappopolazione di E. coli; la
seconda ipotesi e che, anche nel coniglio, i lacttobacilli possano essere normali abitanti
dell’intestino (Das et al., 1997) ma che la somministrazione inappropriata di antibiotici ne determini
una progressiva e drastica riduzione, fino alla totale scomparsa..D’altra parte, 1’aggiunta alla dieta
di batteri vivi (probiotici) puo creare qualche difficolta nel coniglio svezzato poiché il pH dello
stomaco molto basso rappresenta un’efficace barriera. Nei coniglietti lattanti, invece, il pH dello
stomaco € ancora abbastanza elevato, agevolando il passaggio dei batteri nell’intestino.
Ovviamente, nelle condizioni di allevamento, non avendo la fattrice una popolazione batterica che
comprende lattobacilli, essi non passeranno nel canale digerente dei giovani animali. Proprio per
questi motivi, la somministrazione dei lattobacilli dovrebbe essere effettuata quanto prima possibile
nella vita dell’animale (Schneitz et al., 1992). Inoltre, le modalita di somministrazione devono
essere efficaci. Poiché la via piu comune di somministrazione consiste nell’inclusione dei probiotici
nell’acqua di bevanda, bisognerebbe fare in modo che gli animali assumano in tempi brevi ’acqua
con aggiunta di probiotico, per evitare perdite della funzionalita o del numero dei batteri utilizzati.
Questi problemi possono essere ridotti al minimo se il probiotico € somministrato mediante
I'applicazione di spray, come osservato da Wolfenden et al. (2007) nel pollame. Secondo l'autore,
I'applicazione spray offre diversi vantaggi rispetto a quella in acqua potabile o individuale con

sonda gastrica.
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2. OBIETTIVO DELLA RICERCA

Lo scopo della nostra ricerca & stato quello di  somministrare mediante tecnica spray il
Lactobacillus Plantarum a coniglietti lattanti allo scopo di verificare un eventuale insediamento del
batterio nell” apparato digerente, nonche di valutare gli effetti sulle performance di accrescimento,

sull’andamento delle fermentazioni ciecali e su alcuni parametri ematologici.

3.MATERIALI E METODI

3.1. Disegno sperimentale
La prova é stata condotta in un’azienda commerciale di conigli da carne situata in San Giorgio La

Molara (BN, Italia).

Due giorni prima del parto, 228 coniglie di razza Bianca di Nuova Zelanda (peso medio 4.25 + 0.36

kg, media numero di parti medio 3 = 0.5) sono state omogeneamente suddivise in due gruppi (114
fattrici per gruppo) e alimentate con la stessa dieta. Le coniglie sono state sistemate in apposite
gabbie (50 x 70cm e 35 cm di altezza) dotate di nidi. Il capannone ospitante le fattrici, dotato di
impianto di riscaldamento e ventilazione forzata, ha permesso di mantenere la temperatura a 21 + 3
° C per tutta la durata della prova. Il programma luminoso adottato ha previsto la somministrazione
di 16 ore di luce e 8 ore di buio. Fino al ventesimo giorno di lattazione le fattrici hanno ricevuto, ad
libitum, una dieta commerciale per fattrici in riproduzione priva di antibiotici (PG 17.7 %, amido
15.5 %, ADF 19.1 %). A 11 giorni dal parto le coniglie sono state inseminate nuovamente, e la
gravidanza é stato rilevata mediante palpazione addominale due settimane dopo I'inseminazione. Al
momento del parto, le nidiate sono state pareggiate a 8 coniglietti per fattrice. Da questo momento
sono stati applicati diversi trattamenti ai coniglietti dei due gruppi: il gruppo di controllo (CONT)
non ha ricevuto alcun tipo di supplementazione; nel gruppo sperimentale (LAC), i coniglietti
all’interno dei nidi hanno ricevuto, tramite applicazione spray, un prodotto commerciale (MIX-AVI
® pro, IVS-Wynco LLC, Springdale, AR, USA) contenente Lactobacillus plantarum liofilizzato
(Tabella 1). Secondo le istruzioni del produttore, L. plantarum é stato disciolto in acqua ad una
concentrazione attesa di 5 x 10° CFU/mI. Una volta completata la solubilizzazione della polvere in
acqua, la miscela é stata spruzzata sulle nidiate e sull nido stesso (~ 4 mL per nido, 0.5 mL per
coniglio, che corrisponde a 2.5 x 10° CFU di L. plantarum per animale) utilizzando uno spruzzatore

manuale da giardinaggio. Il trattamento con L. plantarum é stato effettuato una volta al giorno per
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sette giorni consecutivi immediatamente dopo il parto,e dopo una settimana di riposo, € stato

ripetuto per un‘altra settimana secondo le stesse modalita prima descritte.

Tabella 1. Composizione microbiologica del prodotto a base di Lactobacillus plantarum utilizzato

nalla prova.

Lactobacillus plantarum 10 x 10° CFU/qg
Enterobacteria 100 CFU/g
Batteri sporigeni 200 CFU/g
Lieviti <10 CFU/g
Escherichia coli Assente
Salmonella spp. Assente
Stafilococcus aureus Assente

3.2.Performance di accrescimento in vivo

Il tasso di mortalita é stato registrato quotidianamente su tutte le nidiate (114 nidi, 912 coniglietti
per gruppo). Le performance di accrescimento sono state registrate su 24 nidi (192 coniglietti) scelti
a caso in ogni gruppo. Fino a 21 giorni di eta, i nidi sono stati aperti la mattina (~ 08:30) per
consentire l'ingresso della fattrice e chiusi subito dopo I'allattamento. Pertanto, il consumo di latte
delle nidiate é stato misurato pesando la fattrice prima e dopo I’allattamento. A 21 giorni dal parto il
mangime della fattrice & stato sostituito con un mangime per svezzamento (Tabella 2), anch’esso
privo di antibiotici. Sempre da questa eta dei coniglietti, i nidi sono rimasti aperti tutto il giorno in
modo da consentire 1’inizio dello svezzamento. A partire dal 21° giorno di eta dei coniglietti, non &
stato pit possibile misurare la produzione di latte delle fattrici né controllare la quantita di alimento
ingerita dei coniglietti per problemi di gestione aziendale. Dalla nascita al 35° giorno di eta (eta
svezzamento), il peso delle nidiate ¢ stato misurato settimanalmente per calcolare 1’incremento

giornaliero di peso vivo.
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Tabella 2 Composizione chimica della dieta utilizzata dalla fattrice e dai coniglietti a partire dal 21°
al 35°giorno di eta

SS Ceneri PG EE FG NDF ADF ADL
% % SS
89.7 8.09 14.9 2.74 20.2 38.9 26.3 7,46

Ingredienti: erba medica, orzo, crusca di frumento, cruschello, farina di girasole, polpa di barbabietola, carbonato di
calcio,cloruro di sodio.Supplementazione per Kg di dieta: vitamina A, 8375 U; vitamina D3, 750 U; vitamina E, 20 mg;
vitamina K3, 1 mg; vitamina B1, 1 mg; vitamina B2, 2 mg; vitamina B6, 1 mg; acido nicotinico, 20 mg, cloruro di
colina, 250 mg;magnesio, 290 mg; manganese, 20 mg; zinco, 60 mg; iodio, 1.25 mg; ferro, 26 mg; rame, 10 mg;
cobalto, 0.7 mg.

3.3.Analisi chimica delle diete

Le diete utilizzate sono state analizzate mediante le seguenti procedure indicate dall’AOAC (2004):
sostanza secca, metodo n. 934,01; estratto etereo, ceneri, proteine grezze, metodo n. 945,18; ADF e
ADL, metodo n. 973,18; NDF, metodo n. 2.002,04.

3.4.Analisi microbiologica

Allo svezzamento (35 giorni di eta), 12 conigli per gruppo sono stati macellati in un macello
specializzato dopo 12 ore di digiuno. Il cieco é stato legato ad entrambe le estremita, separato
impiegando strumenti sterili dal resto del tratto gastrointestinale, posto in sacchetti di plastica ben
chiusi e sistemato in un thermos preriscaldato. Dopo il campionamento, il materiale € stato
trasportato quanto prima(ca. 1 h) presso i laboratori del nostro Dipartimento. Giunti in laboratorio, i
campioni di contenuto ciecale sono stati asetticamente prelevati e immediatamente diluiti in acqua
distillata, utilizzando le seguenti diluizioni seriali: 0, -4, -7, -9. Da ogni diluizione, 0,1 mL sono stati
strisciati su piastre di agar selettive per la crescita di lacttobacilli (BD Diagnostic Systems,
Heidelberg, Germania) e incubate in condizioni di microaerobiosi per 48 h alla temperatura di 37
°C. Le colonie di lattobacilli sono state identificate con sistema API 50 CH (bioMérieux, Inc.,
Marcy I'Etoile, France).

3.5.Fermentazioni ciecali

Aliquote di contenuto ciecale (ca. 5 mL) sono state utilizzate per la determinazione degli acidi

grassi volatili (AGV). Dopo diluizione dei campioni con acido ossalico 0.03 M (1:4, v/v), gli AGV
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sono stati determinati mediante gascromatografia utilizzando uno strumento (mod. GC 8000top, CE
Instruments Rodano, Milano, Italia) dotato di colonna capillare (NUKOLTM fused silica, 30m X
0.25mm x 0.25mm film thickness, Supelco analitica, Bellefonte, PA, USA) e impostando i seguenti
parametri analitici:temperatura d’analisi 135° C, detector a fiamma ionica 180° C, gas carrier elio a
flusso costante di 10 mL/min, pressione 133 kPa. 1l tempo di eluizione degli standard variava da 3.9
e 8.4 min, ed il tempo totale della corsa € stato 14 min.

La proporzione degli acidi grassi a catena ramificata (BCP), importante indice di degradazione
proteica, & stato determinato come somma degli acidi isobutirrico e isovalerico diviso per la

produzione totale di AGV.

3.6.Parametri ematologici

Prima della macellazione, subito dopo lo stordimento, sono stati raccolti dei campioni di sangue da
ciascun coniglio tramite puntura cardiaca. Il sangue € stato raccolto in due diverse provette, una
delle quali contenente K3EDTA.

Il siero é stato ottenuto per centrifugazione a 2000 giri per 15 minuti ed é stato utilizzato per la
determinazione dell’aspartato aminotransferasi (AST), alanina aminotransferasi (ALT) e
colesterolo.

Tutti i campioni sono stati analizzati mediante spettrofotometro (BIOMATEG6, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) utilizzando appositi kit commerciali (Spinreact, Sant Esteve de
Bas, Spagna), le siero proteine sono state misurate utilizzando il sistema elettroforetico SELVET24
(Seleo Ingegneria S.r.I., Melito, NA, Italia). I campioni contenenti K3EDTA sono stati utilizzati per
la determinazione dell’emocromo mediante il sistema di ematologia 120 ADVIA (Siemens, Monaco

di Baviera, Germania).

4. ANALISI STATISTICA

| dati sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA utilizzando la procedura GLM
(General Linear Model, SAS Inst. Inc., Cary, NC 2000) per verificare I'effetto del trattamento con

L. plantarum. Il tasso di mortalita ¢ stato analizzato utilizzando il 2-test.
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S5.RISULTATI

LaTabella 3 mostra il tasso di mortalita registrato durante la prova. Considerando I'intero periodo
sperimentale il gruppo LAC ha presentato una piu bassa (P <0.05) mortalita rispetto al gruppo
CONT.

Tabella 3 Tasso di mortalita settimanale e dell’ intero periodo (espresso in percentuale e come

numero di conigli morti sul totale)

Settimane LAC CONT P
N=912 N=912

1-79 1(9/912) 3.1(28/912) 0.15
8-14g 1.5(14/903) 3.2(28/884) 0.29
15-21g 2(18/890) 5.0(43/856) 0.14
22-28¢ 4.4(38/872) 4.7(38/813) 0.80
29-35( 1(9/834) 1.3(10/775) 0.96
1-35g 9.6(88/912) 16.2(147/912) 0.04

LAC, gruppo trattato con lactobacillus plantarum; CONT, gruppo di controllo.

Nessuna differenza significativa é stata registrata tra i gruppi per I’assunzione media giornaliera di
latte da 1 a 21 giorni di eta né per il peso vivo medio delle nidiate da 1 a 35 giorni di eta (Tabella 4).
La produzione degli acidi grassi volatili totali (Tabella 5) € risultata del 71%, piu elevata nel
gruppo LAC rispetto al gruppo CONT (P <0.01), ma la percentuale dei principali AGV sul totale
non e stata modificata dal trattamento adottato. Il rapporto tra C3 a C4 ¢ risultato del 35% inferiore
(P <0.05) nei conigli del gruppo LAC rispetto al controllo. Non vi e stata differenza significativa
per il valore del BCP tra i gruppi.
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Tabella 4 Performance in vivo dei conigli in lattazione

Settimane LAC CONT RMSE P
N=912 N=912
1-79 132 132 27.2 0.92
8-14qg 202 195 38.4 0.55
15-21g 229 242 36.2 0.22
Media del peso corporeo
19 82.6 81.0 10.0 0.60
79 182 181 21.0 0.89
149 285 290 34.6 0.59
219 423 441 57.4 0.29
289 698 755 111 0.09
35¢ 938 932 116 0.34
Media dell’ increment di peso g/gg
1-79 14.2 14.3 2.10 0.87
8-14qg 14.7 15.6 2.61 0.24
15-21g 19.7 21.7 4.49 0.15
22-28¢g 37.9 41.8 114 0.05
29-35¢ 34.3 24.9 9.85 0.04
1-35¢g 24.2 23.7 5.11 0.68

LAC, gruppo trattato con lattobacillus plantarum; CONT, gruppo di controllo; RMSE, errore quadratico medio
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Tabella 5 Produzione di Acidi Grassi Volatili(espresso in % molare sulla produzione totale di Acidi

Grassi Volatili) nel contenuto ciecale dei conigli in prova

LAC CONT RMSE P

N=8 N=8
Acetato 73.0 73.1 211 0.42
Propionato 7.10 9.03 0.92 0.138
Butirrato 18.1 15.0 0.95 0.10
Isobutirrato 0.56 0.70 0.024 0.052
Isovalerianico 0.65 055 0.0364 0.205
Valerianico 0.81 1.59 0.143 0.659
C3:C4 0.39 0.60 0.039 0.0105
Total AGV, mmol/L 24.8 14.5 2.09 0.0002
BCP 0.012 0.012 0.0007 0.199

LAC= gruppo trattato con lactobacillus plantarum ; CONT= gruppo di controllo; RMSE=errore quadratico medio; AGV=Acidi
Grassi Volatili; BCP, branched chain proportion [(isobutirrico, mmol/L + isovalerianico, mmol/L)/AGV Totali].

In Tabella 6 sono riportati i valori corrispondenti alla conta dei globuli bianchi totali e delle loro
diverse frazioni. Nessuna differenza é stata riscontrata nel conteggio dei globuli bianchi totali,
tuttavia alcune differenze hanno riguardato le diverse frazioni di leucociti. In particolare, il gruppo
LAC ha presentato una piu alta percentuale di linfociti(P <005), e minori contenuti di neutrofili (P
<0.05) ed eosinofili (P <0.01).

Tabella 6 Globuli bianchi totali e profilo dei globuli bianchi nei conigli dei gruppi in prova

LAC CONT RMSE P

N=8 N=8
GB, 10° x pL 7.96 8.48 0.92 0.4064
Neutrofili, % 19.13 25.95 3.26 0.0118
Linfociti, % 73.64 63.88 5.33 0.0211
Monociti, % 2.31 2.19 0.69 0.8011
Eosinofili, % 1.15 2.35 0.37 0.0024
Basofili, % 2.36 2.32 0.37 0.8769

GB= globuli bianchi; LAC= gruppo trattato con lattobacillus plantarum ; CONT= controllo; RMSE= scarto quadratico medio
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Nessuna differenza e stata osservata tra i gruppi per i monociti e basofili. I conigli dal gruppo
CONT hanno fatto registrare livelli piu elevati (P <0.01) di globuli rossi, emoglobina ed ematocrito
(Tabella 7), rispetto ai conigli del gruppo LAC. Non sono state osservate altre differenze
significative per i altri parametri riportati in tabella. La variabilita individuale della conta
piastrinica, probabilmente, non ha permesso di raggiungere la significativita statistica; tuttavia, &
interessante notare che il gruppo CONT ha avuto una conta piastrinica media quasi doppia rispetto
al gruppo LAC. Infine, il colesterolo é risultato piu elevato (P <0.01) nel gruppo CONT.

Colonie di L. plantarum appartenenti allo stesso ceppo presente nel prodotto commerciale
utilizzato, sono state isolate esclusivamente nel contenuto ciecale dei conigli del gruppo LAC con
un tenore medio di 1.25 x 10° UFC/g.

Tabella 7 valori dei parametri ematologici nei due gruppi di conigli

LAC CONT RMSE P

N=8 N=8
GR, 10° x pL 4.34 4.86 0.25 0.006
Emoglobina, g/dL 9.60 10.84 0.52 0.0021
Ematocrito, % 35.36 40.77 2.76 0.0073
MCV, fL 81.40 83.92 4.61 0.3706
MCH, pg 22.12 22.33 0.60 0.5681
MCHC, g/dL 27.40 26.63 1.17 0.3931
RDW, % 17.68 16.17 243 0.3133
HDW, g/dL 2.09 191 0.21 0.1840
Piastrine, 10°xmL 172 321 239.23 0.3120
MPV, fL 20.84 20.04 4.81 0.7832
PCT, % 0.39 0.75 0.76 0.4333
PDW, % 62.70 62.51 6.56 0.9624
AST, U/L 66.80 61.57 29.36 0.7672
ALT, U/L 42.40 4414 12.76 0.8205
Colesterolo, mg/dL 53.68 83.43 10.34 <0.001

LAC= gruppo trattato con lactobacillus plantarum; CONT= gruppo di controllo; RMSE, scarto quadratic medio; GR,globuli rossi;
MCV, volume corpuscolare medio; MCH, contenuto medio di emoglobina per ciascun globulo rosso; MCHC,concentrazione media
dell” emoglobina corpuscolare; RDW, indice di distribuzione del volume eritrocitario; HDV, indice di distribuzione dell’
emoglobina; MPV, VVolume piastrinico medio; PCT, piastrinocrito; PDW, platelet distribution width; AST, aspartato
aminotransferasi; ALT, alanine aminotransferasi.

120



6. DISCUSSIONE

L'uso di Lactobacillus plantarum nei coniglietti dalla nascita fino allo svezzamento (35 giorni di
eta) sembra fornire risultati interessanti. Le performance di accrescimento degli animali non sono
state influenzate dal trattamento, e di conseguenza, il peso allo svezzamento é risultato simile in
entrambi i gruppi.

Nonostante cio, le caratteristiche microbiologiche dell’apparato digestivo e lo stato immunitario dei
coniglietti che hanno ricevuto il trattamento spray con L. plantarum sembrano essere piu idonee per
affrontare il periodo post-svezzamento in cui i tassi di mortalita sono spesso elevati. Nella nostra
prova, il contenuto ciecale dei coniglietti trattati con lattobacilli presenta delle caratteristiche di
fermentazione diverse rispetto all’altro gruppo. Infatti, la maggiore produzione di AGV totali, nel
gruppo LAC, suggerisce una piu intensa attivita fermentativa della popolazione microbica ciecale,
anche se non si é riscontrata nessuna differenza nella proporzione molare tra acetato, propionato e
butirrato tra i gruppi. Il rapporto tra C3 a C4 per entrambi i gruppi € risultato essere compreso nel
range fisiologico proprio dei conigli allo svezzamento, pur essendo significativamente pit basso nel
gruppo LAC, indicando la prevalenza del butirrato in questi animali.

E’ noto (Van Soest, 1993) che la produzione di acido acetico deriva dalla fermentazione dei
carboidrati strutturali ad opera dei batteri cellulosolitici, mentre la produzione di propinato e
burittato dalla fermentazione dei carboidrati non strutturali. 1l butirrato sembra essere una fonte
preferenziale di energia per le cellule del grosso intestino (Carabano et al., 1998), e la maggiore
quantita prodotta (4.49 mmol/l vs. 2.18 mmol/l) nel contenuto ciecale dei conigli del gruppo LAC,
potrebbe suggerire un piu favorevole stato sanitario delle cellule intestinali dovuto ad un piu intenso
turnover.

Considerando il profilo specifico degli AGV del coniglio (Gidenne et al., 1988), dove c’¢ una
predominanza di acetato (60-80% del totale AGV), seguita dal butirrato (8-20%) e poi dal
propionato (3-10%), i nostri risultati rientrano nel normale intervallo per entrambi i gruppi. Gli acidi
grassi a catena ramificata isobutirrico, isovalerianico (utilizzati nel calcolo del BCP) e valerianico
rappresentano i prodotti finali della degradazione degli aminoacidi valina, leucina e prolina (Van
Soest, 1994). Il fatto che non siano emerse differenze statisticamente significative tra i gruppi per
questi paramentri suggerisce un‘analoga attivita della degradazione microbica delle proteine
(Bovera et al., 2007). Tuttavia, la maggiore quantita in valore assoluto di AGV a catena ramificata
(in totale 0.5 vs. 0.4 mmol/l, rispettivamente per i gruppi LAC e controllo), sembra confermare una
maggiore attivita fermentativa della popolazione microbica ciecale dei conigli del gruppo LAC nei

confronti della frazione proteica della dieta. La maggiore quantita di prodotti finali della
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degradazione proteica, associata a una maggiore produzione di catene carboniose, provenienti dalla
fermentazione dei carboidrati strutturali e non strutturali, permetterebbe una maggiore disponibilita
di “materie prime” per la sintesi di nuovi amminoacidi e quindi di nuove proteine ad opera dei
batteri. Questo potrebbe avere come conseguenza una piu numerosa popolazione microbica ciecale
oppure una sua piu efficinente attivita fermentativa. Nei conigli in accrescimento, Amber et al.
(2004) hanno evidenziato effetti positivi sull’incremento ponderale giornaliero (+9.6% per il gruppo
di controllo) e sull’indice di conversione alimentare (-6.5%) utilizzando L. acidophilus, mentre
nessun effetto e stato osservato sulla percentuale di mortalita. Gli stessi autori hanno riscontrato una
migliore digeribilita dei nutrienti, in particolare della cellulosa, dovuta ad una modifica della
microflora cecale, risultante in un aumento del conteggio dei batteri cellulosolitici (CFU/ml). Come
detto, nelle ultime due settimane (22-35 giorni) non & stato possibile misurare 1’ingestione di latte e
di alimento solido dei coniglietti, ma crediamo che I'aumento della produzione di AGV totali nel
contenuto ciecale nel gruppo LAC non sia attribuibile ad una maggiore ingestione di alimento:
infatti considerando il consumo di latte simile in entrambi i gruppi fino a 21 giorni di eta, e
I’incremento peso ponderale giornaliero registrato non differente tra i due gruppi nel periodo 22-35
giorni, (in media 36.1 vs. 33.4 g/d, rispettivamente per i gruppi CONT e LAC), é verosimile
supporre che non vi sia stata nessuna differenza nell’ingestione di alimento solido tra due gruppi.

L'effetto del trattamento spray con lattobacilli sui parametri ematologici dei coniglietti ¢ apparso
molto interessante. In particolare, sono da mettere in evidenza le differenze tra i gruppi per quanto
riguarda le diverse frazioni dei globuli bianchi. A questo proposito, bisogna sottolineare che i
leucociti giocano un ruolo importante nella modulazione della risposta immunitaria, difendendo
I’organismo dalle infezioni (Schalm et al., 1975). Tuttavia, la conta dei leucociti totali da sola non
puo dare informazioni specifiche ma & necessario un conteggio separato delle diverse frazioni che li
compongono. Nella nostra prova, la conta differenziale dei leucociti ha messo in evidenza un
maggior contenuto di neutrofili nel gruppo di controllo; i neutrofili sono responsabili della
fagocitosi dei microrganismi patogeni nelle ore che seguono il primo contatto con i tessuti interni
del’organismo ospite. Nessuna differenza significativa e stata rilevata nella conta dei basofili e dei
monociti tra i gruppi in esame. Il numero dei basofili aumenta in seguito alla sensibilizzazione di un
antigene (o allergene), mentre i monociti sono responsabili della difesa dei tessuti contro gli agenti
microbici (Schalm et al, 1975.; Cheesbrough, 1991). La conta dei linfociti dei conigli trattati con
Lactobacillus plantarum é risultata piu elevata rispetto al gruppo di controllo. 1l ruolo primario dei
linfociti & la formazione degli anticorpi per I’immunita umorale e cellulare (Schalm et al, 1975;.
Baker e Argento, 1985). Quindi in sostanza, I'aumento della percentuale di linfociti nei conigli del
gruppo LAC, sembra indicare un effetto immunostimolante del probiotico utilizzato Aattouri et al.
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(2001) riportarono che I’assunzione per via orale di batteri lattici nei ratti, provoca un aumento della
proliferazione dei linfociti e produzione dell’interferone A. Effetti simili sulla formula leucocitaria
sono stati riportati da Aboderin et al. (2006), che hanno utilizzato L. plantarum nei ratti.
Probabilmente, questa immuno-stimolazione puo essere alla base della bassa mortalita registrata nel
gruppo LAC. Il gruppo CONT ha presentato maggior numero di globuli rossi, emoglobina ed
ematocrito, ma e importante osservare che i valori misurati rientrano nel range fisiologico (soltanto
I’ematocrito ¢ leggermente piu elevato) dei conigli nel post svezzamento; tali valori, infatti, come
riportato da Archetti et al. (2008) sono i seguenti: globuli rossi 3.5-6.6 x 10° x pL; emoglobina 6.7-
12.7 g/dL, ematocrito 18.9- 34.7%. Studi sui polli (Koenen et al., 2004) hanno mostrato un positivo
incremento delle cellune linfocitarie utilizzando Lactobacillus come probiotico. Nel nostro studio, il
L. plantarum e stato identificato nel contenuto ciecale di giovani conigli del gruppo LAC, ma non
negli animali del gruppo controllo. Il numero di colonie isolate nel contenuto ciecale (1.25 x 10°
CFU/qg) é sufficiente determinare effetti sugli animali: infatti, secondo Guillot (2001), gli organismi
probiotici devono raggiungere concentrazioni nell'ordine di 10°-10" CFU per g nel contenuto
intestinale per poter manifestare un qualsiasi tipo di effetto. La nostra ipotesi € che nei conigli
appena nati, essendo il pH dello stomaco elevato (5-6) il L. plantarum riesce a superare il tratto
gastrico e colonizzare il grosso intestino, con effetti positivi sulla salute animali. Probabilmente, i
livelli adeguati di colonizzazione sono da imputare al metodo di somministrazione dei lattobacilli
poiché lo spray evita i problemi derivanti dalla somministrazione tramite acqua di bevanda o
mangimi. Infatti, in quest'ultimo caso, le temperature raggiunte durante il procedimento di
pellettatura possono inattivare il batterio, e a questo effetto sono particolarmente sensibili i
microrganismi non formanti spore come Lactobacillus, Pedicoccus e Streptococcus (Falcao et al.,
2007).

/.CONCLUSIONI

La somministrazione di Lactobacillus plantarum mediante spray durante il periodo di allattamento
(1 - 35 giorni di eta) non ha modificato la velocita di accrescimento dei coniglietti, ma ha ridotto il
tasso di mortalita, ha potenziato il sistema immunitario e, nel complesso, ha migliorato lo stato
sanitario dell’apparato digerente degli animali. Gli effetti osservati sono probabilmente da imputare
alla modificazione della popolazione batterica del cieco, che, negli animali del gruppo trattato é

stata caratterizzata dalla presenza di L. plantarum nel contenuto ciecale.
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Capitolo 5

EFFETTO DELLA RESTRIZIONE IDRICA
SULLE PERFORMANCE DI
ACCRESCIMENTO, SULLA

DIGERIBILITA’ DEI NUTRIENTI DELLA

DIETASULLE CARATTERISTICHE DI
FERMENTAZIONE CIECALE E SU
ALCUNE CARATTERISTICHE DELLE
CARCASSE E DELLE CARNI DI
CONIGLIO
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1.0BIETTIVO DEL LAVORO

Lo scopo del nostro lavoro é stato quello di studiare l'effetto di uno specifico programma di
restrizione idrica, applicata durante il periodo invernale dallo svezzamento (35giorni) fino a 60
giorni di etd, sulle performance di accrescimentio, sulla digeribilitd dei nutrienti, sulle
caratteristiche di fermentazione ciecale e, infine, su alcune caratteristiche delle carcasse e delle

carni di coniglio.

2.MATERIALI E METODI

Tutte le procedure che hanno coinvolto animali vivi sono state condotte secondo le leggi italiane
che regolano il benessere degli animali utilizzati in prove scientifiche.

Lo studio é stato condotto in un’azienda privata di conigli da carne (Benevento, ltalia, 41 ° 16'0 "N,
14 °55'0" E, e 667 m sul livello del mare), nei mesi di gennaio-febbraio 2011.

Sono stati utilizzati 1388 conigli ibridi Hylasvezzamenti (35 giorni di eta) che presentavano un peso
vivo medio di 954.3 £ 67 g. Gli animali sono stati omogeneamente divisi per peso Vivo e sesso in 2
gruppi, accasati nello stesso capannone in gabbie bicellulari (26 x 46 x 35 cm). Per ogni gruppo
sono state utilizzate 347 gabbie (2 conigli per gabbia; 1 maschio e 1 femmina per gabbia). | 2
gruppi sono stati alimentati con le stesse diete somministrate ad libitum, nel periodo post-
svezzamento (35-60 giorni) e nel periodo di finissaggio (61-84 giorni di eta). Dei due gruppi, uno
ha ricevuto acqua di bevanda ad libitum (gruppo AL), mentre 1’altro ha avuto un accesso limitato
all’acqua di bevanda (RES) nel periodo post-svezzamento (35-60 giorni di etd). Il numero di ore in
cui gli animali avevano dispobilita di acqua sono state progressivamente aumentate in funzione
dell’aumento dell’ eta e del peso degli animali, secondo il seguente programma: nella prima
settimana post-svezzamento (35-41 giorni di eta) 2h/giorno (9:00 - 11:00); nella seconda settimana
(42 - 48 giorni di etd) 2.5 h/giorno (9:00 - 11.30); nella terza settimana (49-55 giorni di eta) 3
h/giorno (9:00 - ore 12) e, infine, nella quarta settimana (da 56-60 giorni) 4 h/giorno (9:00 - 13:00).
Durante il periodo di finissaggio entrambi i gruppi hanno potuto liberamente accedere all’acqua di
bevanda nella 24 ore.

Nel corso della prova, il tasso di mortalita nei due gruppi € stato registrato quotidianamente. | pesi
vivi individuali e I'ingestione di alimento per ogni gabbia sono stati registrati settimanalmente su 32

gabbie scelte a caso in ogni gruppo (64 conigli per gruppo), allo scopo di calcolare 1’increento
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ponderale giornaliero (IPG), I'ingestione di alimento giornaliera (IMG), e I’indice di conversione
alimentare (ICA). Quotidianamente, eventuali conigli morti sono stati rimossi, e le gabbie coinvolte
sono state escluse dalla prova.

I coefficienti di digeribilita apparente della sostanza organica (SO), proteina grezza (PG), estratto
etereo (EE), fibra grezza (FG), NDF, ADF, cellulosa, emicellulosa sono stati determinati
utilizzando le ceneri acido insolubili (CAI) con marker inerte (Vogtmann et al., 1975). Le feci dure
sono state raccolte durante 3 giorni consecutivi (58-59-60 giorni di etd), mediante reti di nylon (con
maglie da 5 x 7 mm) poste sotto le gabbie utilizzate per i rilievi delle perfromance di accrescimento
(32 gabbie/gruppo). L’utilizzo delle reti ha permesso la separazione delle feci dalle urine. Alla fine
di ogni giorno, le feci raccolte da ogni gabbia, dopo allontanamento dell’ciecotrofo presente, sono
state essiccate in una stufa a ventilazione forzata a 60° C fino al raggiungimento di un peso
costante. Per ciascuna gabbia, le feci essiccate provenienti dai 3 giorni di raccolta sono state
miscelate e un campione di circa 100 g e stato prelevato per effettuare I'analisi chimica e il dosaggio
delle CALl. La digeribilita apparente dei nutrienti e stata calcolata come segue: 100-100 x [(%CAl
nella dieta di svezzamento /% CAI nelle feci) x (% nutrienti nelle feci / % nutrienti nella dieta di
svezzamento)].

All’eta di 62 giorni, 15 conigli per gruppo sono stati sacrificati e il contenuto ciecale é stato
prelevato, posto in contenitori sterili ed ermeticamente chiusi, collocati in borse termiche e
trasportati quanto piu rapidamente possibile (circa 1 ora) presso i laboratori del nostro dipartimento,
dove sono stati sottoposti ad analisi chimica.

Due aliquote di contenuto ciecale (circa 5 ml ciascuna) sono state prelevate e sottoposte,
rispettivamente ad analisi per la determinazione degli acidi grassi volatili (AGV) e del contenuto di
ammoniaca. Dopo diluizione dei campioni con acido ossalico (1 : 1 v/v), gli AGV sono stati
determinati mediante metodo gas-cromatografico (ThermoElectron mod. 8000top, FUSED SILICA
Gaschromatograph, ThermoElectron Corporation, Rodano, Milano, Italy) con colonna capillare
(OMEGAWAX 250 fused silica, 30m x 0.25mm x 0.25mm film thickness; temperatura di analisi,
125°C; detector a flamma ionica, 185°C; gas carrier elio, 1.7 ml/min; Stanco et al., 2003).

La proporzione degli acidi grassi a catena ramificata (BCP), importante indice di degradazione
proteica, & stato determinato come somma degli acidi isobutirrico e isovalerico diviso per la
produzione totale di AGV.

Il contenuto di ammoniaca (NHs3) é stato determinato con il metodo descritto da Searle (1984). In
breve, i campioni, dopo centrifugazione a 610 x g per 10 min a temperatura ambiente (circa 22°C),
sono stati diluiti 10 volte con acqua e quindi 1 ml di prodotto é stato deproteinizzato utilizzando

sodio ipoclorito in presenza di sodio nitroprusside per formare un complesso di colore blu.
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L’intensita della colorazione blu, misurata alla lunghezza d’onda di 623 nm, risulta proporzionale
alla concentrazione di NH3 nel campione.

Tutti gli animali sono stati macellati a 84 giorni di eta. | relativi rilievi sulle carcasse sono stati
effettuati scegliendo 16 conigli per gruppo (8 maschi e 8 femmine) in modo che i pesi alla
macellazione dei due gruppi risultassero simile, per evitare errori nella valutazione della qualita
delle carcasse dovute alle differenze di peso. Le procedure utilizzate per misurare la qualita delle
carcasse sono state quelle previste del protocollo della World Rabbit Science Association, descritte
da Blasco e Ouhayoun (1996). I conigli, macellati, sono stati dissanguati e successivamente si &
proceduto alla rimozione dell'intero tratto gastrointestinale, della pelle, degli arti distali e coda, e di
tutto il tratto urogenitale compresa la vescica vuota. Le carcasse sono state pesate e poi refrigerate a
4° C per 24 ore in una camera ventilata. Dopo 24 h di refrigerazione, le carcasse sono state
nuovamente pesate, e successivamente si € proceduto alla rimozione di testa, fegato, cuore,
polmoni, esofago, trachea, timo, rene (privo di grasso perirenale) per ottenere il peso della carcassa

di riferimento. Dalla carcassa di riferimento sono stati separati gli arti posteriori sinistri.

2.1.Criteri fisici

Con uno pHmetro portatile (modello HI 9025; Hanna Instruments, Woonsocket, RI) dotato di uno
specifico elettrodo (FC 230C; Hanna Instruments) & stato misurato il pH del muscolo bicipite
femorale sulla carcassa dopo 24 h di refrigerazione. L’arto posteriore sinistro € stato utilizzato per
valutare la percentuale di carne, ossa e grasso. |l rapporto carne-ossa € stato calcolato come segue:
carne/osso = (peso dell’arto posteriore crudo - peso 0ssa) / peso o0ssa.
Il colore della carne e stato misurato utilizzando un colorimetro (Minolta CR-300, illuminante D65
e 0 ° osservatore; Minolta Camera Co., Osaka, Giappone) mediante il metodo Hunter-Lab; su ogni
campione sono state eseguite 3 misurazioni a tre diverse angolazioni (ruotando ogni volta di 90°) e
ripetendo la procedura in 3 aree diverse del muscolo. Lo strumento, prima di eseguire le analisi &
stato tarato su una piastrella bianca standard fornita in dotazione con lo strumento (Y = 92.8, x =
0.3162, e y = 0.3322). Le misure colorimetriche sono state effettuate 24h dopo la morte su dei
campioni di carne sezionati dalla carcassa di riferimento su una superficie di taglio fresca fatta nel
centro anatomico del muscolo bicipite femorale. La media aritmetica delle 9 registrazioni ottenute
dal campione di muscolo é stata sottoposta ad analisi statistica.
Il grado di tenerezza e stato testato misurando la forza di resistenza al taglio (Warner-Bratzler Shear
Force, WBSF) su campioni crudi di bicipite femorale. La WBSF & stata misurata mediante
apparecchio Instron 1140 (Instron, High Wycombe, UK), utilizzando una velocita di taglio di 50
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mm/min e una cella di carico di 50 N. Il campione sottoposto ad analisi & stato opportunamente
tagliato in forma cilindrica, con un taglio parallelo alle fibre muscolari e un diametro di 1.27 cm. La
registrazione della forza esercitata dalla lama per tagliare il campione é stata riportata su di un
grafico bidimensionale carico-spostamento dando luogo al tipico tracciato tissurometrico. Da tale
curva, tramite opportuni calcoli, si sono ottenuti durezza e resistenza. Le forze di taglio sono state
applicate perpendicolarmente alla direzione delle fibre muscolari. Ogni campione e stato analizzato
in tripilicato e la media aritmetica delle registrazioni ottenute da ciascun campione & stata sottoposta

ad analisi statistica.

2.2.Criteri chimici

Le analisi chimiche delle diete di base e delle feci sono state effettuate utilizzando i seguenti
protocolli proposti dall’ AOAC (2004): sostanza secca ,metodo 934,01; estratto etereo,metodo
920,39; ceneri, metodo 942,05; proteine grezze, metodo 954,01; fibra grezza, metodo 945,18; ADF
e ADL, metodo 973,18; NDF, metodo 2.002,04. L'energia digeribile (ED) della dieta & stata
calcolata secondo I'equazione proposta da Xiccato (1989): ED = 13.68-0.2472 x FG, dove ED e I
ED apparente (MJ/kg) e FG ¢ il contenuto di fibra grezza espresso in percentuale sul tal quale. Il
valore di ED ottenuto é stato moltiplicato per 239 per convertire i MJ in kcal/kg. Il contenuto di
cellulosa ed emicellulosa sono stati calcolati, rispettivamente, come: ADF - ADL e NDF - ADF.
La carne cruda dissezionata dall’arto posteriore sinistro € Stata macinata e successivamente
liofilizzata, e analizzata utilizzando la seguente procedure AOAC (1984): umidita, metodo 950,46;
grassi, metodo 930,27); ceneri, metodo 950,153. Il contenuto proteico, comprese le molecole
glucidiche e i loro cataboliti (0,25%;. Ouhayoun et al, 1990), é stato calcolato per differenza.
I lipidi totali sono stati estratti mediante omogeneizzazione con cloroformio/metanolo, da campioni
di carne provenienti dall arto posteriore sinistro, secondo il protocollo Folch et al. (1957).La
determinazione della composizione acidica dei grassi della carne é stata effettuata mediante gas
cromatografia, previa transesterificazione degli esteri metilici degli acidi grassi con e HCI 3% in
metanolo (vol/vol) in accordo con Christie et al. (2001). Il gas cromatografo utilizzato (CE 8000
Top, Thermoquest, Milan, Italy) era dotato di una colonna capillare (Supelco, OMEGAWAX 250
capillary fused silica, 30m, 0.25mm, 0.25um film thickness) e le condizioni di analisi sono state le
seguenti: temperatura di analisi 200°C; iniettore 250°C; temperatura detector a fiamma ionica,
250°C; gas carrier idrogeno, 1.6 ml/min (velocita lineare: 40.22 centimetri/sa 200 ° C).
Il riconoscimento dei singoli acidi grassi € avvenuto rapportando i singoli tempi di ritenzione a
quelli del mix di standard noti (Mix C4-24, 18919- 1 AMP, Supelco, Bellafonte, PA, USA).
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I risultati sono stati espressi in percentuale (peso/peso) sul totale degli acidi grassi degli esteri
metilici. Gli indici aterogenico e trombogenico sono stati calcolati secondo Ulbricht e Southgate
(1991) come segue:

Indice aterogeno
=(C12:0+4 xC14:0 + C16:0)/[ > MUFA+>'(n—-6)+ Y (n-3)]
Indice trombo genico

=(C14:0+ C16:0+C18:0)/[05x Y MUFA+05x > (n-6)+ 3 x

«2.(n-3)+2,(n-3)/3,(n-6)]

acido laurico =(C12:0)
acido miristico =(C14:0)
acido palmitico =(C16:0)
acido oleico =(C18:1)
acido stearico (C18:0)
M’ = altri monoinsaturi

®-3 e ®-6 = polinsaturi delle rispettive serie.

3.ANALISI STATISTICA

| dati sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA, utilizzando la procedura GLM
(SAS Inst. Inc., Cary, NC). L’unita sperimentale ¢ stata la gabbia . Il modello utilizzato ha incluso
l'effetto fisso della distribuzione dell’acqua, e ’effetto random della gabbia. Le differenze le media
sono state valutate mediante il Tukey test. Le differenze tra le percentuali di mortalita sono state

analizzate mediante il ’test.

4.RISULTATI

In Tabella 1 si riportano gli ingredienti e la composizione chimico-nutrizionale delle diete utilizzate
nel corso della prova.

La percentuale di mortalita nel periodo compreso tra 35 e 60 giorni di eta dei coniglietti é risultata
pit elevata (P < 0.0001) nel gruppo AL (10.1 vs. 5.2%). Nel periodo compreso tra 61 e 84 giorni di

eta (finissaggio) non si e verificata mortalita in nessuno dei due gruppi. In ogni caso, come
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conseguenza della mortalita verificatasi in entrambi i gruppi, alcune gabbie rimaste vuote o con un
solo coniglietto, sono state escluse dalla prova. Di conseguenza il numero delle gabbie utilizzate per

I'elaborazione statistica dei risultati e stata di 29 e 31, rispettivamente per i gruppi AL e RES.

Tabella 1.Materie prime e composizione chimmica delle diete utilizzate nei conigli in prova

%
Dieta di svezzamento Dieta di“finissaggio”
Costituenti della dieta
Erba medica disidratata, 17 % Proteina grezza 32.0 31.0
Cruschello di frumento 29.0 30.0
Fieno di erba medica 12.0 11.0
Mais 10.0 10.0
Farina di girasole 30 % Proteina grezza 8.0 8.0
Sugar cane molasses 4.0 4.0
Farina di soia tostata, 44 % Proteina grezza 3.0 3.0
Carbonato di calcio 1.0 1.0
Olio di soia - 1.0
Sale 0.50 0.50
Vitamine-Minerali premix* 0.50 0.50
Composizione chimica in, % di Sostanza Secca
Sostanza secca della dieta 88.67 89.12
Ceneri 8.62 8.35
Proteina Grezza 17.02 16.59
Estratto etereo 2.86 4.60
Fibra grezza 18.52 15.35
NDF 42.30 38.20
ADF 22.80 19.54
ADL 5.27 5.09
Cellulosa 17.53 14.45
Emicellulosa 19.50 18.66
Energia Digeribile, Kcal/kg Sostanza secca 2,298 2,462

Micro costituenti per kg di dieta: “svezzamento” Dieta: vitamina A, 8,375 IU; vitamina D3, 1000 1U; vitamina E, 20 mg;
vitamina K3, 1 mg; vitamina B1, 1 mg; vitamina B2, 2 mg; vitamina B6, 1 mg; acido nicotinico, 20 mg; cloruro di colina, 250
mg; magnesio, 290 mg; manganese, 20 mg; zinco, 60 mg; iodio, 1.25 mg; ferro, 26 mg; rame, 10 mg; cobalto, 0.7 mg.
“finissaggio” dieta: vitamina A, 6,375 IU; vitamina D3, 750 1U; vitamina E, 20 mg; vitamina K3, 1 mg; vitamina B1, 1 mg;
vitamina B2, 2 mg; vitamina B6, 1 mg; acido nicotinico, 20 mg; choline chloride, 250 mg; magnesio, 290 mg; manganese, 20
mg; zinco, 60 mg; iodio, 1.25 mg; ferro, 26 mg; rame, 10 mg; cobalto, 0.7 mg.

La tabella 2 mostra le performance produttive dei coniglietti registrate nel periodo sperimentale.
L'accesso limitato all'acqua potabile ha ridotto significativamente I' ingestione di alimento nel
periodo compreso tra 35 e 60 giorni di eta, in ragione di circa 24 g/coniglio/giorno. Dopo i 60 giorni
di eta fino alla macellazione, periodo in cui ’accesso all’acqua ¢ stato ad libitum in entrambi i
gruppi, nessuna differenza si € riscontrata per I' ingestione volontaria di alimento. Considerando
I'intero periodo sperimentale (35-84 giorni di eta), I' ingestione di alimento e significativamente
risultata piu elevata (P <0.05) gruppo AL. L’ incremento ponderale giornaliero é risultato piu

elevato nel gruppo AL durante il periodo post-svezzamento (P <0.01) e considerando I'intero
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periodo della prova (P <0.05). Non sono state osservate differenze tra i gruppi durante il periodo di
finissaggio.L’indice di conversione alimentare € risultato significativamente piu favorevole (P

<0.05), durante il periodo di finissaggio ( 61-84 giorni) per il gruppo RES.

Tabella 2. Prestazioni in vivo registrate nei due gruppi trattati durante la prova.

Water restricted o SEM P-value
Ad libitum

Peso corporeo, g

35d 961.5 947.0 13.65 0.4564
60d 1742.88 1902.0" 10.78 0.0084
84 d 2528.3% 2636.6" 24.11 0.0052

Incremento di peso corporeo, g/d

35-60d 31.25° 38.20% 0.59 0.0026
61-84 d 32.73 30.61 1.15 0.1982
35-84 d 31.99° 34.41° 0.63 0.0137

Consumo di alimento, g/d

35-60d 112.18 135.7% 1.88 <0.0001
61-84 d 168.7 175.9 2.25 0.0897
35-84 d 140.3° 155.8° 1.52 0.0325

Indice di conversion alimentare, g/g

35-60 d 3.59 3.55 0.094 0.1232
61-84d 5.15" 5.75° 0.078 0.0321
35-84 d 4.39 4.53 0.110 0.0920

SEM = errore standard medio; A, B: P < 0.01; a, b: P <0.05

I coefficienti di digeribilita riportati in Tabella 3 indicano che i conigli con il libero accesso
all'acqua potabile hanno presentato una minore digeribilita di sostanza secca, sostanza organica,
NDF, ADF e cellulosa.
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Tabella 3 Digeribilita apparente(%) dei nutrienti dei due gruppi di conigli in prova

Water restricted SEM P value
Ad libitum

Sostanza secca 61.78" 59.04° 0.61 0.0064
Sostanza organica 62.17 59.54° 0.62 0.0091
Proteina grezza 76.61 77.49 0.42 0.1593
Estratto etereo 73.21 73.38 1.10 0.9197
NDF 36.67 33.30 1.11 0.0488
ADF 32.84% 27.58° 1.02 0.0027
Cellulosa 35.28° 31.34° 1.18 0.0317
Emicellulosa 41.62 40.67 1.74 0.7077

SEM = errore standard medio; A, B: P <0.01; a, b: P <0.05

La produzione di acidi grassi volatili misurata nel contenuto ciecale ed espressa in mmol/l (Tabella
4) mette in evidenza che i coniglietti del gruppo sottoposto a restrizione idrica hanno presentato, a
60 giorni di eta, una piu elevata (P < 0.01) produzione di AGV totali, dovuta principalmente a
maggiori produzioni di acetato, isobutirrato e acido isovalerianico. Di conseguenza, il BCP (Tabella
4) e risultato piu elevato (P < 0.01) nel gruppo RES. La produzione di ammoniaca, invece, (Tabella
4) e risultata piu elevata (P < 0.05) nel gruppo AL:

Tabella 4. Livelli di acidi grassi volatili e ammoniaca (mmol/l) misurati e valore del Branched

Chain Proportion (BCP) calcolato nei due gruppi di conigli in prova

RES AL SEM P
Acetato 87.38" 72.508 1.09 0.0001
Propionato 9.24 8.71 0.20 0.2605
Butirrato 17.31 16.74 0.47 0.5967
Isobutirrato 1.52% 1.178 0.02 0.0001
Isovalerianico 1.714 1.348 0.01 0.0001
Valerianico 1.36 1.26 0.09 0.6307
Totale 118.5% 101.78 1.37 0.0002
BCP 0.0274 0.025° 0.003 0.0079
Ammoniaca 10.59° 13.76° 0.24 0.0232

RES = gruppo sottoposto a restrizione alimentare; AL = gruppo alimentato ad libitum.A, B =P <0.01; a, b =P < 0.05; SEM = errore
standar medio.
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In Tabella 5, la produzione degli AGV e stata invece espressa come percentuale sulla produzione
totale. In questo caso si mette in evidenza come il gruppo RES mostri piu elevate produzioni di
acetato (P < 0.01), di isobutirrato e di isovalerianico (P < 0.05) mentre piu basse appaiano le

percentuali di acido butirrico (P < 0.05).

Tabella 5. Proporzione molare (%) dei diversi acidi grassi volatili nei due gruppi di conigli in prova

RES AL SEM P
Acetato 73.70% 71.27° 0.38 0.0135
Propionato 7.81 8.57 0.17 0.0667
Butirrato 14.60° 16.45° 0.38 0.0490
Isobutirrato 1.28° 1.15° 0.02 0.0118
Isovalerianico 1.44° 1.32° 0.02 0.0341
Valerianico 1.15 1.24 0.09 0.6173

RES = gruppo sottoposto a restrizione alimentare; AL = gruppo alimentato ad libitum.
A, B=P<0.01;a b=P<0.05 SEM = errore standar medio

La tabella 6 riporta le caratteristiche delle carcasse registrate nei conigli di entrambi i gruppi. Le
percentuali di grasso perirenale e scapolare sono risultate significativamente piu alte (p <0,01) nei

conigli del gruppo AL.
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Tabella 6 Tratti della carcassa dei due gruppi di conigli alla macellazione (84 giorni di eta)

Restrizione idrica SEM P-value
Ad libitum

PC,g 2.547 2.555 23.6 0.4287
Pelle, %PC 15.2 154 0.19 0.8954
GUT, % PC 21.2 19.7 0.76 0.5421
Resa a caldo, % 59.3 60.1 0.65 0.6387
Resa dopo refrigerazione % 59.0 59.9 0.65 0.3215
pHBF1 6.96 6.98 0.03 0.8918
Carcassa di riferimento (CR) 1.239 1.217 35.8 0.3954
fegato, %CR 6.55 6.56 0.31 0.7512
Rene, %CR 1.35 1.27 0.05 0.2143
Cuore*, % CR 2.00 2.08 0.09 0.6247
Testa, %CR 114 114 0.48 0.9514
Lunghezza carcassa, cm 32.7 324 0.41 0.6123
Circonf. carcassa, cm 19.0 18.9 0.33 0.7682
Grasso perirenale, % CR 1.298 1.68" 0.01 0.0032
Grasso inguinale, % CR 0.54 0.53 0.04 0.5028
Grasso scapolare, % CR 0.61° 1.28" 0.03 0.0001

GUT = tratto gastro intestinale; pHBF1 = pH del muscolo bicipite femorale misurato 1 h dopo macellazione; * =

significa che tutto il cuore, polmoni, esofago, trachea, timo; SEM = errore standard medio; A, B: P <0.01

Le caratteristiche fisiche delle carcasse,come la composizione dell’arto posteriore sinisto, incluso il

rapporto carne-ossa non sono stati influenzati dai trattamenti dietetici (Tabella 7).
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Tabella 7 Caratteristiche fisiche della carne dell’arto posterior sinistro

Water restricted SEM P-value
Ad libitum

L* 49.47 50.95 0.79 0.1077
a* 4.84 5.05 0.33 0.6533
b* 1.92 214 0.14 0.2912
pH 5.69 5.68 0.02 0.8661
Arto post. sx (LHL) 184.5 173.8 5.61 0.1976
Osso, % LHL 22.73 21.19 1.14 0.3661
Grasso, % LHL 2.05 2.06 0.25 0.9934
Carne, % LHL 75.22 76.76 1.10 0.3407
Rapporto carne 0sso 3.38 3.74 0.26 0.3509
WBSF, kg 0.42 0.45 0.09 0.5532

WBSF = Warner-Bratzler shear force; SEM = errore medio standard

Anche per quanto riguarda la composizione chimica della carne di coniglio (Tabella 8) non ci sono

state differenze tra i due gruppi in esame.

Tabella 8. Composizione chimica (g/100 g) e perdite di congelamento dell’arto posteriore

Water restricted Ad libitum SEM P-value
Umidita 72.58 72.79 0.63 0.8140
Proteine 22.47 22.06 0.38 0.4585
Grassi 3.33 3.29 0.17 0.8795
Ceneri 1.16 141 0.11 0.2198
Perdite di 1.25 1.09 0.14 0.4259

congelamento

SEM = errore medio standard

In Tabella 9 si riporta il profilo acidico della carne dei conigli in prova. Gli animali del gruppo RES
hanno mostrato una piu alta percentuale (P <0,05) di C16: 0, e di conseguenza un maggior livello (P

<0,05) di Acidi Grassi Saturi rispetto al gruppo AL. L'acido laurico (Cl12: 1) e stato
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significativamente piu elevato (P <0,01) nel gruppo REs anche se il totale degli Acidi Grassi
Monoinsaturi non é risultato differente tra i due gruppi.

Il totale degli Acidi Grassi Polinsaturi( PUFA) é risultato minore nel gruppo sottoposto a restrizione
idrica, anche se gli acidi grassi C20:5 e C22:5 (entrambi acidi grassi della serie n-3) sono risultati
significativamente piu elevati (P <0,01 e P <0.05, rispettivamente) nel gruppo RES. La carne di
coniglio ottenuta dagli animali del gruppo RES ha presentato, inoltre, contenuti percentuali piu
elevati di acidi grassi della serie n-3 (P <0.05) e un maggiore rapporto tra n3/n6 (P <0.05) rispetto al
gruppo AL. Infine, entrambi gli indici aterogenico e trombogenico sono risultati significativamente

piu elevati (P <0,05) nel gruppo RES.
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Tabella 9 Profilo degli acidi grassi (% esteri metilici degli acidi grassi totali) e indici relativi alla

salute umana dell’ arto posteriore della carne di coniglio

Restrizione idrica SEM P-value
Ad libitum

C12:0 1.11 1.06 0.23 0.8753
C14:0 5.74 5.14 0.27 0.1525
C16:0 32.32° 28.58" 1.06 0.0263
C18:0 0.52 0.57 0.040 0.3682
Totale SFA 39.68" 35.34° 1.19 0.0235
c12:1 0.66" 0.40° 0.053 0.0042
C16:1 9.67 8.79 0.48 0.2253
c18:1 14.79 17.31 1.23 0.1728
Totale MUFA 25.11 26.49 1.28 0.4564
C18:2n6 30.29 32.86 1.24 0.1682
C18:3n6 1.79 1.31 0.32 0.3222
C18:3n3 0.38 0.42 0.047 0.5763
C20:4 n6 0.62 0.47 0.12 0.4176
C20:5n3 0.58* 0.38° 0.031 0.0008
C22:5n3 1.37° 1.16° 0.063 0.0328
C22:6n3 0.57 0.54 0.051 0.6498
Totale PUFA 35.60 37.15 1.10 0.3386
Totale n3 2.90° 2.50° 0.11 0.0346
Totale n6 32.70 34.65 1.08 0.2307
n3/n6 0.090° 0.073° 0.004 0.0243
Indice Aterogenico 0.93° 0.79" 0.036 0.0222
Indice Trombogenico 0.55°% 0.47° 0.022 0.0314

SEM = errore medio standard; A, B: P <0.01; a, b: P < 0.05.
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6.DISCUSSIONE

La restrizione idrica si conferma un efficace strumento per ridurre I'ingestione di alimento. Nel
nostro studio, l'ingestione di alimento nel gruppo RES é risultata inferiore del 17,4% rispetto al
gruppo AL, se si considera il periodo compreso tra 35 e 60 giorni di eta e del 9,95% se si considera
I’intero periodo sperimentale (35-84giorni). Questo risultato € in linea con quanto riportato da
Elmagharbi et al. (2011), che hanno osservato una riduzione nell'ingestione di alimento pari al
19,1% quando l'accesso all'acqua era ridotto a 2 ore al giorno nel periodo compreso tra 35 e 63
giorni di eta. Gli stessi autori hanno osservato che l'ingestione di alimento si riduceva del 13,3%
nell’intero periodo di accrescimento (35-77 giorni). Anche Boisot et al. (2004) hanno riscontrato
una riduzione nelll'ingestione di alimento pari al 18% quando l'accesso all'acqua era ridotto a 2 ore
al giorno. Nel periodo successivo a quello in cui gli animali sono stati sottoposti a restrizione idrica
(periodo di finissaggio) non c’¢ stato un incremento nell’ingestione di alimento: questo
probabilmente e dovuto al fatto che il volume dello stomaco risultava ancora ridotto e non aveva la
capacita sufficiente per ingerire maggiori quantita di alimento (Gidenne et al, 2011.). Il tasso di
accrescimento dei conigli ¢ risulato ridotto in funzione della riduzione dell’assunzione di alimento,
sia nel periodo in cui I'accesso all'acqua € stato limitato che in tutto il periodo della prova, senza
un’evidente crescita compensativa nel periodo di finissaggio, quando tutti i conigli hanno avuto
libero accesso all’acqua.

L’indice di conversione alimentare piu favorevole registrato nei conigli del gruppo RES, nel
periodo di finissaggio, puo essere correlato ad una migliore digeribilita dei nutrienti. Nel nostro
lavoro I’aumento della digeribilita della Sostanza Secca e della Sostanza Organica & legato ad una
maggiore digeribilitd di NDF e, in particolare della cellulosa, come dimostrato anche dalla
maggiore produzione (sia in valore assoluto sia in percentuale sugli AGV totali) di acetato. Diversi
autori (Tumova et al, 2004; Di Meo et al, 2007) hanno rilevato che la restrizione alimentare puo
influenzare la digeribilita dei nutrienti e, in particolare, migliorare la digeribilita della fibra. Nel
nostro studio, la digeribilita delle proteine grezze e del estratto etereo non e stata influenzata dalla
restrizione alimentare, e per quanto riguarda le frazioni fibrose, la digeribilita dell’ emicellulosa, la
pit facilmente digeribile dei carboidrati non strutturali, non € stata significativamente differente tra i
due gruppi. Un recente studio (Martignon et al., 2010) ha riferito che il livello di ingestione di
alimento non ha effetti significativi sul numero di batteri che posseggono copie di 16S rDNA per

grammo di contenuto ciecale. Tuttavia, come osservato da Gidenne et al. (2011), lo studio della
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popolazione batterica e stata effettuata attraverso un’analisi dei profili CE-SSCP che ha tenuto solo
conto delle principali popolazioni batteriche. Quindi, € possibile che la riduzione nell” ingestione di
alimento, oltre a determinare un elevato tempo di ritenzione dell’alimento a livello intestinale
(Gidenne et al., 2011), possa avere inciso sulla popolazione microbica ciecale e/o attivita, con un
conseguente incremento della digeribilita intestinale della cellulosa. A questo proposito, se si tiene
conto delle produzioni di acidi grassi volatili e di ammoniaca misurati sul contenuto ciecale dei
conigli in prova, le differenze risultano quanto mai evidenti. Infatti, la microflora ciecale dei conigli
sottoposti a restrizione alimentare € in grado di effettuare fermentazioni piu intense (maggiore
produzione di AGV totali) a causa, verosimilmente, di una maggiore attivita fermentativa o di un
maggior numero di batteri. La maggiore attivita di fermentazione si esplica essenzialmente sulla
componente fibrosa della dieta (maggiore produzione di acetato) ma anche sulla frazione proteica.
Infatti, il gruppo RES presenta un maggior valore del BCP, che e un indice della degradazione
proteica: a pari qualita di proteina fermentata (stessa dieta) il piu elevato valore di BCP sta ad
indicare una maggiore degradazione di alcuni amminoacidi e, quindi, una maggiore degradazione
proteica (Bovera et al., 2007). Anche I’ammoniaca ¢ un indice della degradazione proteica, tuttavia,
mentre gli acidi grassi a catena ramificata sono dei prodotti finali, ’ammoniaca puo essere utilizzata
dalla microflora batterica in combinazione con le catene carboniose derivanti dalle fermentazioni
dei carboidrati (di riserva e di struttura) per costruire nuove proteine. Il fatto che il gruppo RES
presenti maggior BCP, ma minore produzione di ammoniaca del gruppo AL sta ad indicare che nel
primo si assiste ad una migliore sincronia delle fermentazioni glucidiche e proteiche e una minore
quota di ammoniaca resta inutilizzata nel contenuto ciecale (Bovera et al., 2012). Per quanto
riguarda la percentuale di mortalita, la riduzione significativa ottenuta dal gruppo RES, potrebbe
essere correlata ad un miglioramento dell’ambiente del sistema gastro-intestinale. Come & noto, il
tasso di mortalita & un indicatore che viene preso in considerazione nella valutazione del benessere
degli allevamenti cunicoli (Verga, 2000). | nostri risultati non ci permettono di trarre conclusioni
definitive sul benessere dei conigli coinvolti nella prova, ma in base al tasso di mortalita, sembra
che nei conigli del gruppo RES le condizioni sanitarie siano state migliori rispetto a quelli del
gruppo AL. D’altro canto, ¢ vero che applicando la restrizione idrica (e quindi quella alimentare)
non viene rispettato uno dei principi enunciate dalle cinque liberta e, per la precisione la prima
“liberta dalla sete, dalla fame e dalla cattiva nutrizione”, tuttavia si osserva un netto miglioramento
per un’altra delle liberta, la terza “liberta dal dolore, dalle ferite, dalle malattie”.

La maggior parte delle caratteristiche della carcassa non sono state influenzate dalla tecnica di
alimentazione adottata. In generale, si ritiene che la restrizione alimentare determini modifiche

nell’accrescimento degli organi interni come il fegato e 1’apparato digerente. In particolare, e stato
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osservato che lo sviluppo dell’apparato digerente € compromesso dalla restrizione alimentare
(Perrier e Ouhayoun, 1996) e che, dopo il periodo di restrizione, la crescita degli organi digestivi €
rapida (Gidenne et al., 2011) anche se non tanto da riuscire, in tempi brevi, a permettere agli
animali di aumentare rapidamente 1’ingestione di alimento. Gidenne et al. (2012) hanno riportato un
peso finale del tratto digerente (organi + contenuto) degli animali sottoposti a restrizione
alimentare, di circa il 10% in piu rispetto agli animali alimentati a volonta. Tuttavia, questo
sviluppo maggiore del tratto digerente dipende dalla tecnica di restrizione alimentare adottata:
Jerome et al. (1998) non trovarono differenze nell’incidenza percentuale del canale digerente deli
conigli sottoposti ad una restrizione alimentare dell’80% fino a 49 giorni di eta rispetto a quelli
alimentati ad libitum (17,9 vs 18,9%, rispettivamente). Bergaoui et al. (2008) non trovarono
differenze significative nella percentuale del canale digerente tra conigli alimentati ad libitum e
conigli sottoposti a restrizione alimentare dell’85% da 42 a 77 giorni di eta (20,1 vs 21,1%), mentre
sono state osservate differenze significative per i conigli sottoposti ad una restrizione alimentare
del 70% nel corso lo stesso periodo. Probabilmente, un livello moderato di restrizione alimentare ha
influenza sullo sviluppo del tratto digestivo. Il maggiore sviluppo del tratto digerente nei conigli
sottoposti a restrizione alimentare e legato anche a cambiamenti nel comportamento alimentare dei
conigli, che, a differenza di quanto accade con 1’alimentazione a volonta, effettuano un numero di
pasti inferiore e, di conseguenza, una maggiore quantita di alimento viene ingerita per pasto
determinando un effetto fisico di dilatazione del canale digerente stesso (Gidenne et al., 2011).
Anche la tecnica usata per applicare la restrizione alimentare e molto importante. Gidenne et al.
(2011) hanno riportato che quando la restrizione é applicata direttamente sull’alimento (riduzione
della quantita totale o riduzione del tempo di accesso alla mangiatoia), il coniglio si adatta
velocemente, con un consumo di alimento molto elevato subito dopo la somministrazione
(raggiungendo anche il 40% della quantita giornaliera di alimento ingerito entro due ore dal primo
accesso all’alimento) in soli 8 giorni dopo l'introduzione della restrizione alimentare. Quando i
conigli sono alimentati a volonta il comportamento alimentare si caratterizza per la presenza di
numerosi pasti, con un massimo del 10% della assunzione giornaliera 2-4 ore dopo che le luci sono
state spente e una minima assunzione 2-4 h dopo che sono state accese, che probabilmente
corrispondono al periodo di ciecotrofia (Gidenne et al. 2011). Nel nostro studio I'ingestione di
alimento é stata ridotta limitando I'accesso all'acqua e in questo modo la capacita di adattamento dei
conigli e stata meno rapida. Infatti, come riportato da Ben Rayana et al. (2008), quando l'acqua
viene fornita per 2 ore al giorno, I'assunzione di alimento dei conigli ha raggiunto il 40% del totale,

4 ore dopo l'accesso all'acqua.
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Elmaghraby (2011), applicando una restrizione idrica di 2 o 1 ora al giorno, non ha trovato
differenze significative nell’incidenza del tratto gastrointestinale dei conigli nel confronto con quelli
abbeverati ad libitum.

Alcuni autori (Bovera et al., 2008) hanno osservato minore incidenza percentuale dei grassi
perirenale e scapolare in gruppi di conigli sottoposti a restrizione alimentare rispetto a quelli
alimentati a volonta. Tuttavia, non & noto se anche restrizioni alimentari moderate possano avere un
effetto sul tasso lipogenico. La riduzione del grasso perirenale e scapolare é di grande interesse in
considerazioneal fatto che il grasso perirenale e correlato con il grasso totale della carcassa
(Ouhayoun et al., 1984).

Nei conigli, gli acidi grassi endogeni (sintetizzati dai carboidrati) sono principalmente C16:0, C18:1
e C18:0 (Ouhayoun et al, 1998.). Gli acidi grassi polinsaturi nelle carni di coniglio provengono
principalmente dall'ingestione di lipidi esogeni (Ouhayoun, 1998), anche se la sintesi di n-3 PUFA ¢
possibile, a partire dal suo precursore della dieta, nel fegato, e la quantita prodotta dipende dal
rapporto n-6/n-3 della dieta (Peiretti e Meineri, 2008).

Tuttavia, secondo Castellini et al. (2002), la composizione in acidi grassi dei tessuti animali puo
essere modificata per effetto dell'azione della microflora gastro-intestinale, perché i microrganismi
sono in grado di idrogenare gli acidi grassi insaturi in polinsaturi, o anche desaturare alcuni acidi
organici. Castellini et al. (2002) hanno sottolineato il ruolo della microflora ciecale, mostrando che
I’ingestione di feci molli ad opera dei conigli ha indotto una maggiore concentrazione di n-3 PUFA
a catena lunga nella carne.

Nella nostra prova, il motivo principale delle differenze tra i profili acidici della carne é che le
concentrazioni di SFA (principalmente, C16: 0) e di n-3 PUFA (principalmente C20:5 e C22:5)
sono aumentata quando é stata applicata la restrizione idrica. Quindi, & possibile che siano
intervenute variazioni nella microflora ciecale (come avvalorato anche dalle variazioni di
digeribilita della cellulosa e dalla differenza delle fermentazioni ciecali) favorendo microrganismi
con preferenze per la sintesi di diversi acidi grassi, cosa che ha potuto modificare la composizione
acidica della carne. Di conseguenza, la carne proveniente da conigli sottoposti a restrizione idrica
sembra presentare maggiori caratteristiche di salubrita per il consumatore, a causa di superiori
contenuti di n-3 e maggiore rapporto tra n-3/n-6. Tuttavia, la carne di conigli con libero accesso
all'acqua di bevanda ha presentato indici aterogenico e trombogenico piu favorevoli a causa del
minor contenuto di C16:0. Da questo punto di vista, la carne dei conigli del gruppo RES e apparsa
meno “sana” di quella del gruppo AL: alcune prove epidemiologiche e sperimentali indicano che
una dieta ad alto contenuto di SFA (C12: 0, C14: 0 e C16 : 0) é associata ad alti livelli di colesterolo

nel siero, che a loro volta sono collegati ad un’alta incidenza di malattie coronariche.
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/.CONCLUSIONI

Limitare l'accesso all’acqua di bevanda nel periodo post-svezzamento pud comportare vantaggi per
la salute dell'apparato digerente del coniglio in accrescimento, riducendo il tasso di mortalita. Il
miglioramento dell’ICA dopo il periodo di restrizione idrica puo essere associato ad una migliore
digeribilita della fibra, in particolare della cellulosa. A dispetto di un maggiore peso finale dei
conigli che hanno ricevuto acqua ad libitum, la restrizione idrica non ha avuto effetti negativi sulle
caratteristiche della carcassa, probabilmente a causa del progressivo aumento del tempo di
distribuzione dell'acqua nel corso delle settimane, e le carcasse dei conigli sottoposti a restrizione
idrica hanno presentato un contenuto inferiore di grasso perirenale e scapolare. Le caratteristiche
fisiche e chimiche della carne sembrano non essere state influenzate dalla restrizione idrica, anche
se la composizione in acidi grassi fornisce risultati contraddittori: infatti la carne di conigli
“ristretti” ha presentato livelli piu elevati di acido palmitico, ma anche piu elevati contenuti di acidi
grassi della serie omega-3 e un rapporto n3/n6 piu favorevole. Quindi, a nostro avviso, la restrizione
idrica puo essere efficacemente utilizzata per migliorare lo stato sanitario dell’apparato digerente
dei conigli giovani senza effetti negativi sul benessere degli animali, in particolare se applicato

durante i mesi invernali.
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9. CONCLUSIONI GENERALI

Alla luce dei lavori condotti ed esaminando i risultati ottenuti, si puo affermare che le alternative da
noi adottate in sostituzione agli antibiotici per migliorare le performance produttive e la qualita
della carne, hanno influenzato positivamente le produzioni.

Nei primi due lavori si & visto come i mannanoligosaccaridi sono capaci di migliorare le
fermentazioni della parete cellulare, con particolare riferimento alla cellulosa, garantendo anche un
buon sincronismo delle fermentazioni ciecali e, di conseguenza, riducendo il contenuto di
ammoniaca nel cieco. Inoltre, livelli crescenti di MOS nella dieta (0.5-1-1.5g/kg di dieta)
implementano gli indici di conversione alimentare nella fase di finissaggio. Per quanto riguarda la
qualita della carne, i MOS possono migliorare ques’ultima, modificando il profilo degli acidi grassi,
con una riduzione di quelli saturi, un aumento dei monoinsaturi e una riduzione dell’indice trombo
genico, senza effetti negativi sulle caratteristiche chimiche e fisiche delle carni.

Nel terzo lavoro la somministrazione di Lactobacillus plantarum mediante spray, durante il periodo
di allattamento, non ha migliorato le performance di accrescimento, ma ha ridotto il tasso di
mortalita, potenziando il sistema immunitario e quindi migliorando lo stato sanitario dell’apparato
digerente degli animali a causa di un possibile cambiamento nella flora batterica ( presenza di L.
Plantarum nel contenuto ciecale).

Infine nell’ ultimo lavoro, il limitare 1’accesso all’acqua per ridurre 1’assunzione di alimento ha
riportato effetti positivi, infatti ha ridotto la mortalita ¢ ha migliorato I’ICA. Questo, probabilmente,
e stato causato da una maggiore digeribilita della fibra, in particolare della cellulosa. La restrizione
idrica, non ha pero avuto effetti negativi sulle caratteristiche della carcassa, e inoltre quest’ ultima
ha presentato un contenuto inferiore di grasso perirenale e scapolare.

A mio awviso, pero, bisogna tener presente i costi di produzione e quindi il rapporto tra costi-
benefici apportati da queste tecniche alternative, che in un contesto zootecnico fanno si che le
molecole prese in esame possano essere utilizzate 0 meno .

Infatti I’inclusione di MOS, come di lattobacilli, € si vantaggiosa, ma bisogna giustificarla da un
punto di vista di produttivita aziendale. Tenendo conto di questa considerazione, la restrizione
idrica, per controllare 1’assunzione di alimento, ha il doppio vantaggio di apportare benefici
riducendo i costi di produzione, senza comportare una voce aggiuntiva alle spese del bilancio
aziendale.

In conclusione, considerando che la produzione di carne di coniglio e un settore molto delicato, per
le problematiche sopra descritte, bisognerebbe lavorare sull’igiene aziendale ed effettuare

periodicamente la prassi del vuoto sanitario, cosa non sempre fatta dagli allevatori e non sempre
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possibile quando si hanno dei riproduttori di alto valore genetico in azienda. A questi accorgimenti
“igienici”, considerando il divieto di utilizzo di antibiotici a scopo auxinico e profilattico in
produzone animale, ’utilizzo combinato di probiotici, prebiotici e restrizione alimentare potrebbe

essere una soluzione vantaggiosa per il settore.
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