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Summary

The aim of the study was to assess the role played by Dermanyssus gallinae in
the diffusion of Salmonella enterica ser. Gallinarum in intensive poultry farms. The
investigation was carried out in a laying hen farm, infested by D. gallinae, during
an outbreak of fowl typhoid. Mites were collected along two subsequent productive
cycles and during the sanitary break. Mites were harvested from 12 different positions
in the shed and overall 14 samplings were performed. DNA extraction was carried
out from each aliquot and the presence and quantification of S. Gallinarum was
assessed by using a Seminested-PCR protocol previously validated and Real Time
PCR, both proved to be highly specific and sensitive. Results highlighted that, during
the outbreak, S. Gallinarum was constantly present in mites, as all sampling resulted
positive. Similarly, one sample collected during the sanitary break was positive
by snPCR, despite the shed had been washed and disinfected. The samples of D.
gallinae from the second productive cycle were positive as well. However, fowl
typhoid was not observed among the animals, probably due to prophylactic measures
which comprehended an enhanced vaccination program. These data strongly suggest
that D. gallinae may act as vector and reservoir of S. Gallinarum, thus contributing
to the spread of the pathogen between subsequent productive cycles.

INTRODUZIONE

L’acaro rosso del pollame, Dermanyssus gallinae (De Geer, 1778), ¢ il piu diffuso
ectoparassita del pollame, in Europa (George et al., 2015) ed in molti paesi extra-
europei (Wang et al., 2010, Sparagano et al., 2009 Roy and Buronfosse, 2011). La
presenza del D. gallinae negli allevamenti puo avere gravi ripercussioni sulla salute
e la produttivita degli animali. Nei gruppi infestati si osservano fenomeni di canni-
balismo, una diminuzione del tasso di crescita degli animali e perfino un aumento
della mortalita in caso di massiva infestazione (Sparagano et al., 2014). Si possono
evidenziare, inoltre, gravi ripercussioni sulla qualita delle uova, con riduzione dello
spessore del guscio, e calo del peso. Nel complesso, I’infestazione, pertanto, ha un
significativo impatto economico per gli allevatori, ulteriormente aggravato dai costi
da sostenere per attuare i trattamenti ¢ le misure di controllo contro la diffusione
incontrollata degli acari (Sparagano et al., 2009).

All’azione esercitata direttamente dall’acaro, aggiunge il potenziale ruolo di vettore
che Dermanyssus gallinae puo rivestire nella trasmissione di alcuni agenti patogeni
(Valiente Moro et al., 2005), sia batterici che virali, come Newcastle disease virus,
Pasteurella multocida, Coxiella burnetii, Listeria Monocytogenes (Valiente Moro
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et al., 2009), Erysipelothrix rusiopathiae (Chirico et al., 2003) and Chlamydia psit-
taci (Circella et al., 2011).

Valiente Moro et al. (2007b) hanno anche evidenziato che I’acaro puo trasmettere
Salmonella Enteritidis, se assunto per via orale dal pulcino.

S. enterica supsp. enterica serovar Gallinarum (S. Gallinarum), invece, sembra so-
pravvivere all’interno di D. gallinae fino a quattro mesi (Zeman et al., 1982).

S. Gallinarum ¢ I’agente etiologico della tifosi aviare, una malattia setticemica acu-
ta o cronica, che generalmente colpisce galline adulte ed altri uccelli (Shivaprasad
and Barrow, 2008; Barrow and Neto, 2011). E una malattia diffusa in tutto il mon-
do (Shivaprasad and Barrow, 2008), caratterizzata da alta morbilita ¢ mortalita in
fase acuta o subacuta (Davies, 2012). La tifosi aviare ¢ stata dichiarata eradicata
nella maggior parte delle nazioni occidentali (Davies, 2012), ma diversi focolai
si registrano ancora lungo il bacino del Mar Mediterraneo e nelle nazioni in cui le
misure di controllo sono poco efficienti e le condizioni ambientali ne favoriscono
la diffusione (Barrow and Neto, 2011). Il controllo della malattia & ulteriormente
complicato dalla modalita di trasmissione del batterio, che pud avvenire sia per via
verticale che orizzontale (Paiva et al., 2009; Cox et al., 1996), ed anche a causa
della contaminazione della lettiera e dell’acqua di bevanda (Shivaprasad and Bar-
row, 2008). L’eliminazione del germe dall’allevamento ¢ particolarmente difficile
in quanto il patogeno sembra permanere nell’allevamento anche durante il periodo
di vuoto sanitario. Questo potrebbe essere legato ad alcuni fattori, biotici o abiotici
che potrebbero fungere da reservoir di infezione. Non ¢ ben chiaro se D. gallinae
possa effettivamente giocare tale ruolo. Infatti, se € vero che, come precedentemente
riportato, la sopravvivenza in vitro di S. Gallinarum in associazione con D. gallinae
e stata accertata (Zeman et al., 1982), non sono ancora disponibili dati che confer-
mino tale condizione in campo.

11 presente lavoro ¢ stato pertanto finalizzato a verificare in allevamento se in corso
di focolaio di Tifosi aviare, D. gallinae possa favorire la persistenza e la diffusione
del germe tra due diversi cicli produttivi.

MATERIALI E METODI

Descrizione dell allevamento e del focolaio

Le analisi sono state condotte in un periodo compreso tra gennaio 2013 e novembre
2014 in un allevamento industriale per la produzione di uova da consumo della Pu-
glia. Quando lo studio ¢ stato avviato, nell’allevamento era in corso un focolaio di
tifosi aviare, che ha fatto registrare una mortalita media del 22%. Contemporanea-
mente, in azienda era presente una massiva infestazione da D. gallinae. Considerata
la gravita della malattia e le difficolta connesse con il suo controllo, I’allevatore
allontanava gli animali a 10 mesi di deposizione, durante la terza settimana di agosto
2013 ed istituiva un periodo di vuoto sanitario di 60 giorni prima di provvedere all’
accasamento del gruppo successivo.

La rimonta ¢ stata effettuata con un gruppo di 22.000 ovaiole, ibrido Hy-line.

Il gruppo, fino all’eta di 120 giorni ¢ stato allevato in una pulcinaia negativa per S.
Gallinarum, la quale non aveva alcun contatto né di personale né di attrezzature con
quello di destinazione. Gli animali sono stati sottoposti a vaccinazione con Bio-Vac
SGP695 a 30, 60 e 90 giorni di vita prima dell’accasamento e monitorati per la pre-
senza di S. Gallinarum prima di essere trasportate nell’allevamento di destinazione.
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Campionamento

Gli acari sono stati raccolti durante il focolaio di malattia, il vuoto sanitario e du-
rante il ciclo di produzione successivo, ad intervalli di tempo medi di 45 giorni.
Per raccogliere gli acari sono state utilizzate trappole di cartone (Mul ez al., 2009)
posizionate a vari livelli in almeno 12 punti del capannone (3 per ogm ﬁla) Le
trappole sono state poste sulla gabbia e lasciate in situ per 7 giorni prima di essere
rimosse. In totale sono stati realizzati 14 campionamenti. Gli acari recuperati dal-
le trappole, dopo ciascun campionamento sono stati unificati. Da ciascun gruppo
sono state allestite 2 aliquote da cento acari ciascuna da sottoporre agli esami mo-
lecolari come di seguito riportato.

Estrazione di DNA e seminested PCR

A partire da due aliquote per campionamento, il DNA totale ¢ stato estratto me-
diante kit commerciale PureLink Genomic DNA Kit (Life Technologies, Milano),
ed il DNA ottenuto ¢ stato quantificato mediante misurazione della densita ottica
a 260 nm.

La rilevazione di S. Gallinarum dai campioni di D. gallinae ¢ stata condotta
mediante Seminested-PCR (snPCR) come descritto da Pugliese et al. (2011). I pro-
dotti dei cicli di PCR sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel di agarosio.

Real Time PCR

La quantita di DNA di S. Gallinarum presente negli estratti da acari ¢ stata deter-
minata mediante Real Time PCR (qPCR).

I primer sono stati disegnati sulla base di una regione unica e non ripetuta carat-
terizzante il genoma di S. Gallinarum (Thomson et al., 2008), e precedentemente
riconosciuta essere specifica e discriminante (Pugliese ef al., 2011). Per garantire
una maggiore specificitd, come reporter ¢ stata utilizzata una sonda interna all’am-
plificato. La reazione ¢ stata condotta in un volume finale di 10 pL, con 1X Sso-
Fast™ Probes Supermix with ROX (Biorad, Milano), 100 nM di ciascun primer
(RTSGf e RTSGr) e 400 nM di sonda. A ciascun campione ¢ stato aggiunto 1 pL
di campione di DNA. Ciascuna reazione ¢ stata condotta in triplicato e per ogni
esperimento sono state allestite tre reazioni con acqua distillata da usare come
controllo negativo.

Tutte le reazioni sono state condotte su piattatforma ABI 7300 Real-Time PCR Sy-
stem (Life Technologies, Milano). I dati sono stati poi analizzati con il Sequence
Detection Software versione 1.2.3 (Life Technologies), con 1’impostazione auto-
matica del ciclo soglia (Ct). Per la costruzione della retta di taratura, ¢ stato uti-
lizzata un’aliquota di DNA estratto da coltura pura di S. Gallinarum come sopra
descritto, che, a sua volta ¢ stato diluito per avere sette concentrazioni scalari.

La quantita relativa di DNA di S. Gallinarum presente in ciascun campione ¢ stata
determinata mediante il rapporto tra media delle quantita di DNA di S. Gallinarum
e la quantita di DNA totale.

RISULTATI

In tabella 1 sono riepilogati la quantita relativa di DNA di S. Gallinarum (rqSGD)
per campione ed i risultati delle snPCR, in relazione alla situazione dell’alleva-
mento.
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Tabella 1. Presenza e quantita relativa di DNA di S. Gallinarum nei campioni di acaro.

Tempo rqSGD Log,(rqSGD)  SN-PCR dells’gllll:\%;?:ll:nto

T, 1,88E-04 -3,73E+00 Positivo

T, 5,26E-04 -3,28E+00 Positivo

T, 2,59E-06 .5.50E+00  Positivo Focolaio

T, 3,93E-06 -5, 41E+00 Positivo

T, 2,01E-06 -5,70E+00 Positivo

T Non rilevabile / Positivo o
Vuoto sanitario

T, Non rilevabile / Negativo

T, 2,28E-08 -7,64E+00 Positivo

T, 3,81E-07 -6,42E+00 Positivo

T, 3,23E-07 6,49E+00  Positivo

T, Non rilevabile / Negativo Aﬁﬁisvaﬁigfg ©

T, Non rilevabile / Negativo

T, 7,86E-07 -6,10E+00 Positivo

T, 5,77E-06 524E+00  Positivo

I1 DNA di S. Gallinarum ¢ stato riscontrato negli acari di quasi tutti i campioni ana-
lizzati. Le due metodiche impiegate hanno fornito risultati sovrapponibili ad ecce-
zione del campionamento a T6 in cui la snPCR rivelava una positivita che invece non
era confermata dalla qPCR.

La Fig. 1 mostra I’andamento della rqSGD nel corso del tempo. Durante la fase acuta
del focolaio (T, e T,) larqSGD ¢ stata di circa due ordini di grandezza (10*) piu alta,
rispetto alla fase avanzata (T,, T,, T). Il DNA di S. Gallinarum non ¢ stato invece
quantificabile durante il vuoto sanitario, anche se la snPCR condotta sul campione
prelevato a T, ha dato esito positivo. Valori bassi ma rilevabili di DNA di S. Galli-
narum sono stati determinati a partire dai campioni di acaro raccolti nei primi mesi
del nuovo ciclo produttivo (T,, T, € T, ). Al contrario, le gPCR e le snPCR condotte
sui campioni prelevati a T, e T, sono risultate entrambe negative, per poi tornare ad
essere tutte positivea T, e T, , con una rqSGD compresa tra 107 ¢ 10,

Nessun sintomo clinico e mortalita riconducibili a Tifosi aviare sono stati osservati
sulle ovaiole dopo la rimonta.
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Figura 1. Grafico del Log,, delle concentrazioni medie di S. Gallinarum ai diversi
tempi di prelievo. I segni positivo e negativo indicano, rispettivamente, la positivita
o negativita dei campioni a S. Gallinarum ottenuta mediante Seminested-PCR.

DISCUSSIONE

I dati ottenuti confermano che S. Gallinarum puo infettare D. gallinae. Infatti, il DNA
del germe si ritrova associato all’acaro durante il focolaio d’infezione, durante il suc-
cessivo vuoto sanitario e nel nuovo ciclo produttivo. E possibile ipotizzare che la
quantita di S. Gallinarum associata all’acaro sia direttamente correlata con il livello
di circolazione del batterio nell’allevamento. La rqSGD ¢ maggiore durante la fase
acuta del focolaio per poi calare successivamente, quando la malattia tende a divenire
endemica.

Particolarmente interessanti sono i dati ottenuti durante il vuoto sanitario. Infatti, al-
cune aliquote di acari hanno dato esito positivo in snPCR e negativo in qPCR, proba-
bilmente a causa della maggiore sensibilita della prima rispetto alla seconda (Bastien
et al., 2008).

II dati che scaturiscono dal questo lavoro dimostrano che D. gallinae pud infettarsi con
S. Gallinarum, e consentire la persistenza della stessa all’interno della popolazione di
artropodi ed in allevamento per I’intera durata del ciclo di produzione.

Sugli acari Salmonella sopravvive durante il vuoto sanitario, quando in allevamento
sono effettuate stringenti azioni di pulizia, disinfezione e disinfestazione delle gabbie
e degli ambienti. Nella prova oggetto di questo lavoro, D. gallinae, durante il vuoto
sanitario erano nascosti nei posatoi, dove potevano sfuggire all’azione dei trattamenti
operati durante le fasi di pulizia. E noto che ’acaro si nasconda negli anfratti e nelle
crepe dei pavimenti e dei muri tra un ciclo produttivo e I’altro (Sparagano et al., 2014).
La sopravvivenza di acari infetti pud ovviamente consentire il mantenimento dell’in-
fezione nell’ambiente e garantire il passaggio sugli animali, che in condizioni predi-
sponenti potrebbero tornare a presentare la malattia.

Nella prova effettuata, successivamente all’accasamento del nuovo gruppo di ovaiole
la rqSGD rileva un aumento della quantita di DNA nella popolazione di acari. E plau-
sibile pensare che esso sia riconducibile ad una ripresa della circolazione del germe
all’interno del gruppo di animali.
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Non ¢ escluso, inoltre, che Salmonella possa moltiplicarsi all’interno degli acari,
come ipotizzato da Valiente Moro et al. (2007a) per Salmonella Enteritidis.
Ovviamente, per accertare il ruolo di serbatoio di D. gallinae sono necessari ulteriori
approfondimenti.

Interventi straordinari di profilassi vaccinale nei confronti di S. gallinarum (dati non
riportati) hanno probabilmente contribuito a T, e T, a ridurre la circolazione del
germe a livelli non rilevabili dalla snPCR e qPCR. La carica di S. Gallinarum ¢
comunque di nuovo aumentata via via che il ciclo produttivo volgeva verso la parte
finale.

Nel complesso, i dati ottenuti da questo trial di campo dimostrano il ruolo di vettore
giocato di D. gallinae durante il ciclo di produzione, e la stretta associazione che vi ¢
tra acaro e Salmonella Gallinarum.

In un quadro piu generale, il controllo e soprattutto I’eradicazione delle popolazioni
di Dermanyssus dagli allevamenti devono rappresentare un obiettivo primario nella
strategia di protezione degli animali non solo ai fini del contenimento delle perdite
economiche indotte dall’acaro, ma anche per il controllo della diffusione delle malat-
tie infettive all’interno dei gruppi in attivita.

CONCLUSIONI

Il potenziale ruolo di D. gallinae come vettore e reservoir di S. Gallinarum, ¢ un
problema di notevole importanza. Alla luce dei risultati ottenuti, I’acaro rosso sembra
contribuire in modo decisivo alla perpetuazione della Tifosi all’interno dell’alleva-
mento tra un ciclo produttivo e I’altro e garantire la persistenza del germe all’interno
del ciclo produttivo.

La messa a punto di strategie di profilassi diretta ed indiretta volte al contenimento
contestuale dell’infezione e dell’infestazione rappresentano un momento imprescin-
dibile nella lotta contro la Tifosi aviare.
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