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RIASSUNTO

Lo stato sanitario di P. clarkii nel lago di Massaciuccoli e stato rilevato da un cam-
pione di 3281 gamberi catturati in quattro distinte zone, nel corso di 8 prelievi effettua-
ti da maggio 2000 a gennaio 2001: oltre a gamberi sono stati prelevati campioni di
acqua per analisi microbiologiche. Alla cattura sono stati raccolti i dati relativi a morta-
litd e presenza di lesioni macroscopiche esterne ed in laboratorio sono stati effettuati
controlli istologici su lesioni all’ esoscheletro /o ad organi interni e controlli batteriolo-
gici su branchie, contenuto intestinale e campioni di acqua. La mortalita e risultata del
3,66% (120 gamberi morti su 3281 esaminati) e le lesioni al’ esoscheletro sono risulta-
te di natura traumatica, spesso complicate da process flogistici sostenuti da Aeromonas
spp. e Pseudomonas spp. Sono state rilevate anche lesioni primarie sostenute da batteri
chitinolitici. Da intestino e branchie sono stati isolati batteri appartenenti ai generi
Citrobacter, Proteus e Vibrio. La carica microbica dell’ acqua € risultata diversa nelle
zone e nel tempo in relazione a condizioni climatiche ed ambientali.

Parole chiave: Procambarus clarkii, monitoraggio igienico-sanitario, patologia.

SUMMARY

The sanitary status of P. clarkii population, living in Massaciuccoli lake, was been
evaluated, examining 3281 crayfishes captured from May 2000 to January 2001 in four
different zones. Living crayfish and specimens of water for microbiological tests were
been sampled eight times during the study. Different parameters were considered as:
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mortality of crayfishes during the capture, typology of exoschelethal and viscerd
lesions, evaluation of the different species of bacteria isolated from sampled crayfishes
and water. An histopathological study was been performed from encountered
exoschelethal and visceral lesions. Finaly, al parameters were compared with total
microbial charge resulted from the examination of water samples. Mortality during the
capture resulted of 3.66% (120 dead crayfishes / 3281 examined crayfishes) and
exoschelethal lesions examination revealed the traumatic and primary microbia nature
of them. Particularly, crayfish’s aetiology of external lesions resulted the infection with
Aeromonas spp. and Pseudomonas spp., Citrobacter, Proteus and Vibrio which wereiso-
lated from gills and gut of crayfishes. The mortality at the capture and the prevalence of
primary exoschelethal lesions resulted depending from the microbial charge of the water,
that changed in different zones and times during the sampling in relation to environ-
mental and climatic conditions.

Key words: Procambarus clarkii, sanitary control, pathology.

INTRODUZIONE

La recente introduzione di Procambarus clarkii (Girard 1852) o
Gambero rosso della Louisiana nel lago di Massaciuccoli ha determi-
nato, a causa della notevole adattabilita di questa specie alloctona, un
impatto sulla struttura biocenotica dell’area, con conseguenze non
ancora ben valutate.

La specie e infatti poco o nulla sensibile alla maggior parte delle
patologie che colpiscono i gamberi e che, secondo Vogt (1999), pos-
sono essere distinte, in quattro categorie: malattie che non provocano
danni visibili al’ ospite (es. psorospermiasi), malattie che risultano
letali per gli individui infetti, ma che non provocano particolari danni
a livello di popolazione per la bassa prevalenza del patogeno (es.
malattia della porcellana), malattie in grado distruggere le popolazio-
ni infette (es. peste del gambero) e malattie che comportano perdita
economica poiché rendono I'animale non commerciabile (es. “burn
spot”).

Per contenere la popolazione, in costante aumento, e stata autoriz-
zata la pesca dei gamberi tramite nasse ed e stata la segnal azione del
rinvenimento di gamberi morti al momento della cattura a suggerire,
in un primo tempo, controlli preliminari su gamberi morti. In un
secondo momento, sono stati effettuati controlli mirati su soggetti cat-
turati in diverse zone e per un certo periodo di tempo, allo scopo di
valutare lo stato sanitario di P. clarkii nel lago di Massaciuccoli in



389

relazione alle condizioni ambientali stagionali ed alla carica microbi-
ca dell’acqua nelle diverse zone di cattura.

MATERIALI E METODI

| campionamenti di animali e di acqua sono stati effettuati nel
periodo 29 maggio-13 ottobre dell’ anno 2000, nel corso di 7 interventi
in quattro aree distinte del lago, denominate:

1) Punta grande vecchia, 2) Fosso Le \enti, 3) Canale Malfante,

4) Zona idrovora.

Ad ogni prelievo sono stati contati separatamente: i gamberi cat-
turati, quelli rinvenuti morti e quelli che presentavano lesioni esterne.

[l campione di Procambarus clarkii destinato agli esami di labo-
ratorio era costituito, per ciascuna delle 4 zone di cattura, da 20 indi-
vidui: 7 maschi adulti, 7 femmine adulte e 6 giovani. Ogni gambero

veniva sottoposto a:

* esame necroscopico e successivi controlli al microscopio stereo-
Scopico e ottico per osservare e classificare le lesioni all’ esosche-
letro e ad organi interni;

* esame parassitologico, su branchie e intestino, siatramite osserva-
zione a fresco, che mediante tecnica per flottazione in soluzione
sovrasatura di NaCl;

« controllo batteriologico da branchie e contenuto dell’ intestino,
effettuato eseguendo un prelievo degli organi che erano omogena-
ti in peptonata sterile ed incubati a 21 e 37°C per 24 h.
Successivamente un’ ansata di supernatante veniva seminata su ter-
reno Brillant Green Agar (BGA, Oxoid) e Salmonella Shigella
agar (SS, Oxoid) nonché Agar desossicolato (Oxoid). Tramite
tampone sterile si procedeva anche ala semina di una piccola
quantita di supernatante incubato a 21°C, nel terreni agarizzati
specifici per Aeromonas spp. e Pseudomonas spp. quali il Marine
Agar (MA Oxoid) e Pseudomonas agar, incubati a 21°C per 24-48
h. Le colonie venivano identificate mediante tests biochimici (API
20E, APl 20 NE, Biomerieux). Le colonie cresciute su Marine
Agar, venivano sospese in 5 ml di una soluzione salina alo 0,85%
ed inoculate negli appositi pozzeti, per I'identificazione del gene-
re Vibrio;
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» controlloistologico su organi interni e su lesioni dell’ esoschel etro.
Veniva effettuato fissando il materiale in formalina tamponata al
10% e successivamente, dopo disidratazione nella serie ascenden-
te degli acooli, venivaincluso in paraffina. Le sezioni istologiche
venivano colorate con ematossilina-eosina, Giemsa, Gram, colora
zione policroma di Herovici, impregnazione argentica, e con
metodo all’ acido periodico di Shiff (PAS).

Sono stati ricercati gli indicatori batterici di inquinamento fecale:
coliformi totali, coliformi fecali, streptococchi fecali mediante il meto-
do del Most Probable Number (MNP). Inoltre sono state valutate, con
il metodo della conta diretta, |a carica batterica totale sia a 22° che a
37°C e la presenzalassenza di spore di clostridi solfito-riduttori (Avio
e coll., 1980).

RISULTATI

Complessivamente, nel corso dei 7 campionamenti, sono stati cat-
turati ed esaminati sul posto 3281 gamberi. Fra questi 120 sono stati
rinvenuti morti nelle nasse a momento della cattura.

Differenze statisticamente significative nel tasso di mortalita (p <
0,05) sono state osservate tra le differenti aree e date di campiona-
mento come si evince dalla Tabellal.

Tab. I. Andamento della mortalitain relazione ale stazioni e ai periodi di campio-
namento (analisi con il test x?).

Zone Zonal Zona?2 Zona3 Zona4 Totale
29 maggio 42 (35%) b 3(2%) a 2(1,07%) a 5(260%)a 52(8,01%) b
14 giugno 11(5,31%) b 3(1,62%) a 3(1,47%) a 1(0,78%)a 18(2,49%)a
03 luglio 9(5,20%) b 2(0,95%) a 4,(1,86%) a 2(1,21%)a 17(2,23%) a
20 luglio 9(4,97%) 3(1,48%) 5(2,63%) 2(148%)  19(2,68%)a
13 settembre 1(2,32%) 0 (0%) 1(1,75%) 2 (8%) 4(2,35%) a
29 settembre 0(0%) 1(3,70%) 0 (0%) 3(10%) 4(3,03%) ¢
13 ottobre 1(2,32%) 0(0%) 1(3,57%) 1(2,77%) 6(4,31%) b

Totdle 76959 b  12(14%)a 16(L72%)a  16(226%)a 120 (3,66%)
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Si nota infatti che i valori piu ati di mortalita si sono registrati
nella zona di prelievo n° 1 solamente per quanto attiene i campiona-
menti effettuati nel periodo maggio-luglio, mentre nel periodo luglio-
ottobrei valori della mortalita tendono ad uniformarsi per tutte e quat-
tro le stazioni di prelievo. Parimenti, anchei livelli di contaminazione
microbica delle acque, soprattutto per quanto attiene i coliformi feca-
li, risultano differire in modo significativo (p < 0,05) trale zone come
riportato in Tabellall.

Tab I1. Confronto trale medie logaritmiche dei coliformi totali, fecali, streptococ-
chi fecali, carica battericatotale a 22°C e 37°C per le diverse zone.

Zonal Zona?2 Zona3 Zona4
Media ds Media ds Media ds Media ds p

C. totali 2,74 0,746 2,28 0,344 231 0,390 2,78 0,638 ns.
C.fecdi 18b 0453 151a&h 0716 075a 088 211b 0800 g<=
S. fecali 2 1,002 2,08 0.654 18 1.003 2.22 0278 ns
CB.22 2.98 0411 2,83 0,360 29 0,257 2,97 0274 ns.
CB.3r° 29 0,276 2,7 0,153 2,65 0,224 2,85 0269 ns.

Per quanto attiene le lesioni riscontrate sui gamberi esaminati,
queste sono state classificate in tre gruppi: di tipo traumatico alle
chele, di tipo traumatico all’ esoscheletro e di tipo primitivo. Mentre
dai primi due tipi di lesione é stato possibile isolare batteri contami-
nanti, spesso in associazione a process flogistici in atto evidenziati
dalla colorazione nerastra dell’ esoscheletro per accumulo di cellule
melanomacrofagiche (Fig. 1), dalle lesioni di tipo primitivo, a stampo
ulcerativo, sono stati costantemente isolati batteri chitinolitici appar-
tenenti alle specie Pseudomonas aeruginosa e fluorescens ed
Aeromonas hidrophyla

L’ esame istologico delle lesioni esoschel etriche primitive haforni-
to importanti elementi patogenetici del processo ulcerativo indotto dai
batteri chitinoclastici. In particolare e stata documentata la fase ini-
ziale di aderenza dei batteri all’ esoscheletro (Fig. 2) accompagnata da
fenomeni di rigonfiamento e degenerazione della strutturalamellare di
guest’ ultimo, seguita da erosione epicuticolare (Fig. 3) e da approfon-
dimento dell’ ulcera negli strati sottostanti (Fig. 4).
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Fig. 1. Cefalotorace di gambero mancante di chele, con lesione traumatica in corri-
spondenza delle camere branchiali.

Dall’ esame microbiologico dei pool di organi sono state isolate
molteplici specie batteriche appartenenti ai generi Escherichia
(60,7%), Citrobacter (17,86%), Proteus (46,4%), Plesiomonas
(3,57%), Vibrio (10,7%), Senophyla (3,57%). In particolare sono
state osservate, all’ esame istologico, lesioni di tipo necrotico epato-
pancreatiche in concomitanza all’isolamento di Citrobacter freundii e
Proteus spp. mentre nessuna lesione macro o microscopica € stata
osservata in associazione con I’isolamento di Vibrio anguillarum,
Vibrio parahaemoliticus e Plesiomonas shigelloides.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI

Il controllo microbiologico delle acque ha evidenziato che le 4 sta
zioni sono fortemente inquinate da batteri di diversa provenienzaanche
se lastazione 3, in prossmita del Canale Malfante, presenta un livello
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Fig. 2. Aspetto iniziale di lesione ulcerativa cuticolare: si nota la presenza di batteri
(freccia) adesi alivello epicuticolare (E.E, 100X).

e A l*l;."" & A

Fig. 3. Erosione dell’ esoscheletro. Si notano fenomeni necrotici (freccia) che interessa-
no I’epicuticola, in un’areain cui questa e quasi scomparsa (E.E, 100X).
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Fig. 4. Erosione dell’ esoscheletro: il fenomeno necrotico, a partenza epicuticolare, si
approfondisce negli strati sottostanti (E.E, 40X).

di inquinamento piu modesto. Cio puo dipendere dalladiluizione dalle
acque marine provenienti dal canale Burlamacca, emissario-immissa
rio del lago. Al contrario le aree 1 e 4, risultano fortemente interessate
da inquinamento di tipo urbano e di tipo agricolo confermati dagli alti
valori di colimetriatotale. Il fatto che si abbiano differenze statistica-
mente significative anche sulla prevalenza della mortalita al prelievo,
associata a rinvenimento di lesioni esoscheletriche in funzione della
zona di cattura, con valori piu elevati proprio nella zona 1 che risulta
anche la piu inquinata, dimostra che P. clarkii, anche se specie molto
rustica, risente delle variazioni ambientali. Le lesioni osservate negli
esemplari esaminati sono state per o piu a carattere ulcerativo, come
descritto anche da vari Autori siain specie di gamberi di allevamento
(Mancini, 1989) che in specie selvatiche (Aldermann & Polglase,
1988). Tali lesioni risultano caratterizzate macroscopicamente da feno-
meni di melanizzazione periulcerosa e, istologicamente, da area necro-
tica centrale, spesso frammista a presenza di colonie batteriche. La
melanizzazione periulcerosa pud essere considerata come un tentativo
di circoscrizione della lesione operato dall’ ospite (Vogt, 1999). Cio
permette di ipotizzare, similmente a quanto avviene nei pesci, che
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anche nel gambero vi siano popolazioni melanomacrofagiche che
intervengono nel process flogistici di tipo cronico provocati da noxae
che stimolano la fagocitos (Ghittino, 1985).

Per quanto attiene le specie batteriche isolate dagli organi di P.
clarkii, di particolare interesse risulta I'isolamento di Citrobacter e
Proteus. Per entrambi i generi infatti la letteratura riporta un potere
patogeno per il gambero (Toumanoff, 1967a, Alderman & Polglase,
1988; Vey, 1981; Mancini 1989; Oidtmann e coll., 1999). Trale spe-
cie batteriche isolate riveste un’ importanza particolare il genere
Vibrio per il fatto che non risulta essere causa di patologia nel gambe-
ro che puo altresi risultare portatore asintomatico. Delle due specie
isolate, Vibrio anguillarum risulta fortemente patogena per Anguilla
anguilla in cui provoca lesioni esterne a carattere ulcerativo e forme
setticemiche (Esteve & Garay, 1991) e per la carpa (Ransom e
coll.,1984), mentre Vibrio parahaemoliticus puo risultare causa di tos-
sinfezioni alimentari nell’'uomo (Reali e coll., 1977). Anche
Plesiomonas shigelloides, da noi isolato in vari esemplari, € specie
patogena per I’'uomo, ripetutamente isolata da acque e organismi
acquatici (Krovacek e coll., 2000). | dati relativi alla patologia riscon-
trata ala necroscopia e i risultati dei controlli istologici e batteriolo-
gici effettuati sugli organi interni, se valutati allaluce di quanto emer-
so dai dati relativi ai controlli microbiologici delle acque, evidenzia-
no correlazione fra stato dell’ambiente e condizioni di salute di P,
clarkii. Laricerca microbiologica delle acque evidenzia che una mag-
giore carica microbica ambientale, unitamente a condizioni climato-
logiche inidonee, favorisce le infezioni batteriche e I'insorgenza di
lesioni causate all’esoscheletro da batteri ad azione chitinoclastica
quali Pseudomonas aeruginosa, P. fluorescens e Aeromonas
hidrophyla che, in condizioni di alterata omeostasi dei differenti stra-
ti esoscheletrici (soprattutto a carico epicuticolare) attaccano il gam-
bero causando laformazione di ulcere e, nei casi piu gravi, setticemia

Infine, considerato che nel lago di Massaciuccoli P. clarkii e
oggetto di pesca e di successiva commercializzazione nei mercati
locali, non deve neppure essere sottovalutato il rischio di tossinfezio-
ni alimentari in quanto portatore asintomatico di batteri dei generi
Vibrio e Plesiomonas.
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