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Summary 
Helicobacter pullorum is recognized as an emerging food-borne pathogen that 
may colonize the intestinal tract and the liver of avian species and humans caus-
ing several gastrointestinal and liver diseases. However, not all strains are re-
ported to be capable of causing clinical disease, thus making poultry as reservoir 
for the zoonotic transmission of the infection through carcass contamination of 
broilers at slaughter. In poultry, the prevalence of this bacterium could be under-
estimated, and the available data mainly refer to conventional rearing systems, 
whereas free-range and organic breeding have been poorly investigated. There-
fore, this study was aimed to characterize the caecal microbiota community of 
free-range grown chickens and determine the presence and the relative abun-
dance of H. pullorum by using NGS-based 16S rDNA sequencing. A total of 18 
chickens reared for 56 days on a semi-extensive management system were eutha-
nized at two time points: 9 birds at 28 days of age (before have access to outdoor; 
I= Indoor) and other 9 birds at 56 days of age (before slaughter; O= Outdoor). 
Caecal contents were collected for microbiota analyses. H. pullorum was detect-
ed in the cecum of 16/18 samples and its proportion in indoor was significantly 
higher than outdoor chickens (2.46% and 0.52%, respectively; p < 0.05), show-
ing 78.8% of decrease with the outdoor access of the chickens. Therefore, it may 
be assumed that the potential for zoonotic infection is less likely.  Moreover, 
H. pullorum was negatively correlated with 17 bacterial species as significant-
ly more abundant in Outdoor microbial caecal communities. Among these, we 
highlighted the presence of Mucispirillium schaedleri and Oscillospira, already 
previously associated with a healthy gut and thus representing promising gut 
bacterial markers for host health. Our findings suggest that alternative produc-
tion systems with outdoor access, may play a crucial role in the establishment of 
a healthy gut microbiota, which in turn might prevent colonization of harmful 
bacteria such as Helicobacter pullorum.

INTRODUZIONE
Helicobacter pullorum è una specie enteroepatica di Helicobacter (EHS) recen-
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temente riconosciuto come un patogeno umano emergente a trasmissione ali-
mentare. Fu descritto per la prima volta da Stanley et al. (1994) nell’uomo e 
nel pollo e, successivamente, in diverse specie animali tra cui tacchini, faraone, 
psittacidi, topi e ratti (1). Questo microrganismo Gram-Negativo è stato isolato 
dall’intestino e dal sistema epatobiliare sia di polli asintomatici che dal fegato e 
dal contenuto cecale di galline affette da epatite vibrionica (2). Inoltre, H. pullo-
rum è stato associato nell’uomo a casi di diarrea, gastroenterite, malattia infiam-
matoria intestinale, malattia epatobiliare e cancro epatico, sia in soggetti immu-
nocompetenti che immunocompromessi. Il potenziale zoonotico di H. pullorum 
è emerso in seguito al suo isolamento dalla carne di pollo, poiché le carcasse 
possono essere contaminate con il contenuto cecale durante la macellazione e le 
diverse procedure di manipolazione. Pertanto, i prodotti a base di carne di pollo, 
non adeguatamente cotti, costituiscono una delle principali fonti di infezione per 
l’uomo (1). Allo stato attuale delle conoscenze scientifiche, sono stati caratteriz-
zati pochi meccanismi patogenetici e relativi determinanti molecolari, tuttavia il 
loro ruolo nell’infezione da H. pullorum non è stato ancora del tutto compreso. 
Studi in vitro hanno evidenziato proprietà proinfiammatorie legate alla cytolethal 
distending toxin (CDT), al lipopolisaccaride (LPS) e all’induzione dell’IL-8 at-
traverso il pathway NF-κβ delle cellule epiteliali (3). Inoltre, è stato dimostrato 
che l’infezione da H. pullorum attiva i macrofagi dell’ospite e la secrezione di 
altre citochine (TNF-α, IL-1β, IL-6 e murine MIP-2), nonché la produzione di 
ossido nitrico nei macrofagi di topo. Recenti indagini hanno evidenziato in H. 
pullorum il sistema di secrezione di tipo VI come importante fattore di virulenza 
coinvolto nella patogenesi interagendo con le vescicole endocitiche e innescando 
l’adesione e l’invasione delle cellule epiteliali intestinali (1). Nonostante l’in-
cremento dei casi clinici riportati, la prevalenza di H. pullorum potrebbe esse-
re sottostimata a causa delle diverse caratteristiche fenotipiche in comune con 
Campylobacter spp. e delle particolari esigenze di crescita che ne ostacolano 
l’isolamento. Nel pollame i tassi di prevalenza presentano un range molto ampio 
che va dal 4 al 100% a seconda dei metodi di isolamento, del tipo di campione, 
dell’area geografica e delle pratiche di allevamento (4). Sulla base dell’attuale 
letteratura scientifica, i dati disponibili si riferiscono principalmente a sistemi di 
allevamento convenzionali, mentre quelli relativi agli allevamenti free-range e 
biologici sono molto scarsi. In uno studio condotto in Italia da Manfreda et al. 
(3), è emerso che nei polli allevati con metodo free-range la prevalenza di H. 
pullorum era significativamente più bassa (i.e., 57%) rispetto a quelli alleva-
ti con metodi convenzionali (i.e., 84%) o con il biologico (i.e., 97.4%), anche 
se resta ancora da chiarire la relazione tra tali risultati e l’influenza di fattori 
ambientali, dell’età degli animali e della dieta. Poiché le tecniche di allevamen-
to, e in particolare l’utilizzo di antibiotici, possono influenzare la composizione 
del microbiota cecale del pollo, questo studio ha lo scopo di caratterizzare il 
microbiota cecale di polli free-range e determinare la presenza e l’abbondanza 
relativa di H. pullorum attraverso il sequenziamento del 16 S rDNA al fine di 
comprendere meglio l’influenza del microbiota intestinale sulla presenza di tale 
patogeno. Inoltre, l’identificazione di taxa microbici che possono essere corre-
lati all’assenza o all’aumento della presenza di questo batterio potrebbe fornire 
nuove informazioni per lo sviluppo di strategie di esclusione competitiva con la 
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finalità di ridurre la prevalenza di H. pullorum nelle specie serbatoio di questo 
patogeno emergente a trasmissione alimentare.

MATERIALI E METODI
Animali e condizioni di allevamento
Per il presente studio, sono stati selezionati incroci Hubbard (ISA 956) prove-
nienti da un allevamento a marchio certificato del sud Italia. I polli sono stati 
allevati per 56 giorni con un sistema di gestione semi-estensivo caratterizza-
to dall’uso di mangimi privi di OGM e dalla totale assenza di antibiotici (dal 
29°giorno di età i polli avevano libero accesso alle aree esterne, includendo nella 
dieta altri elementi vegetali, semi, frutti, insetti e particelle di terreno) e macella-
ti con un peso corporeo medio di 2 Kg. Il mangime, fornito ad libitum, era costi-
tuito per il 50-60% da cereali e diverse proporzioni di frumento e soia a seconda 
del fabbisogno di età (1-28 gg 5% frumento e 30% soia, 29-56 gg 11% frumento 
e 24% soia), integrato con carbonato di calcio, fosfato bicalcico, cloruro di sodio 
e bicarbonato di sodio. I vaccini somministrati erano quelli contro la malattia di 
Newcastle, la bronchite infettiva e la bursite infettiva. 

Campionamento
Durante l’intero periodo produttivo (Febbraio- Marzo 2019), un totale di 18 pol-
li sono stati selezionati casualmente in due time-pont: 9 polli a 28 giorni di età 
(prima dell’accesso all’esterno; I= Indoor) e altri 9 polli a 56 giorni di età (prima 
della macellazione; O= Outdoor). Tutti i soggetti sono stati sottoposti a eutanasia 
per dislocazione cervicale e sezionati in condizioni sterili. Da ciascun cadave-
re, i ciechi sono stati legati alle due estremità, separati con strumenti sterili dal 
resto del tratto gastrointestinale, posti in una provetta Falcon sterile da 15 ml e 
conservati a -80°C.

Sequenziamento del microbiota ed analisi dei dati
Il DNA genomico batterico è stato estratto da circa 0.18 g di contenuto cecale 
utilizzando il kit QIAamp DNA Stool Mini (Qiagen) secondo le istruzioni del 
produttore, quantificato al NanoDrop e sottoposto ad elettroforesi in gel d’agaro-
sio allo 0.8%. I campioni di DNA sono stati conservati a -20°C fino alla proces-
sazione per l’amplificazione. Le librerie per il sequenziamento delle regioni V3 e 
V4 sono state preparate secondo il protocollo del 16S Metagenomic Sequencing 
Library Preparation for Illumina Miseq System e sequenziate secondo quanto 
riportato da Borrelli et al. (2017) (5). I dati relativi alle sequenze sono stati 
importati nel software QIIME2 (v2021.4) per l’analisi (6). Le letture sono state 
filtrate, tagliate e controllate per le chimere utilizzando il plugin DADA2 (7) 
che ha generato varianti uniche di ampliconi (ASVs). Successivamente, le ASVs 
sono state classificate con QIIME2 utilizzando il database SILVA v138 con un 
classificatore specifico per le regioni amplificate (8). Le differenze tra i gruppi 
a livello di specie sono state determinate attraverso il test t di Student corretto 
con il Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR). Le correlazioni tra H. 
pullorum e le altre specie batteriche identificate sono state calcolate con l’analisi 
di correlazione di Spearman.
Inoltre, le interazioni microbiche sono state esplorate generando uno Spearman 
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co-occurence network basato sull’abbondanza relativa delle specie risultate si-
gnificativamente diverse tra i due gruppi, utilizzando il CoNet plugin (9) per 
Cytoscape (3.9.0) (10) e applicando i seguenti parametri: coefficiente di correla-
zione non parametrico di Spearman con una soglia minima di esclusione di 0.6 
(p < 0.05, con correzione di Bonferroni).

RISULTATI
Dei 18 campioni sequenziati è risultato un totale di 18,473 sequenze assegnate 
in 3,104 ASVs, con una media di 10,526.28 sequenze per campione (il valore più 
basso osservato per un campione era di 5,766 sequenze ed il più alto di 14,787 
sequenze). L’analisi delle curve di rarefazione ha mostrato che con il numero 
minimo di 5,766 sequenze/campione è stata ottenuta una buona profondità di 
sequenziamento e una copertura adeguata delle specie costituenti il microbiota 
di ciascun campione. La maggior parte delle sequenze (99.87%) erano rappre-
sentate da sequenze batteriche (103,650), seguite da sequenze di Archaea (137 
sequenze, 0.13%) ed una sequenza non classificabile (0.001%).
H. pullorum è stato rilevato dal contenuto cecale di 16/18 campioni, con una 
prevalenza dell’88.9%. La proporzione di H. pullorum nel gruppo Indoor si è ri-
velata significativamente più elevata rispetto al gruppo Outdoor (2.46% e 0.52%, 
rispettivamente; p < 0.05), mostrando una riduzione del 78.8% alla fine del pe-
riodo di accesso all’esterno dei polli (Fig.1 A), valore ottenuto calcolando la 
percentuale media della riduzione di H. pullorum nel gruppo Outdoor rispetto al 
gruppo Indoor.
Inoltre, H. pullorum è risultato correlato negativamente con 45 specie batteri-
che, di cui 22 hanno mostrato un coefficiente di correlazione di Spearman <-0.6. 
Successivamente, la comparazione dell’abbondanza relativa ha identificato 17 
specie batteriche significativamente più abbondanti (abbondanza relativa >0.5%) 
nella comunità microbica cecale del gruppo Outdoor (Fig.1B). In particolare, 
si evidenzia la comparsa di Mucispirillium schaedleri (0% e 1.34% in Indoor e 
Outdoor, rispettivamente) e del genere Oscillospira. Tali risultati suggeriscono 
che queste specie batteriche possono rappresentare degli specifici competitors di 
H. pullorum acquisiti durante la fase di allevamento all’aperto.
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Figura 1 A) Abbondanza relativa di H. pullorum nei polli Indoor e Outdoor (2.46% 
e 0.52%, rispettivamente; p < 0.05) che mostra una riduzione del 78.8% con l’ac-
cesso all’aperto dei polli. B) Specie batteriche significative che correlano negativa-
mente con H. pullorum (Coefficienti di correlazione di Spearman <-0.6). A sinistra: 
Heatmap evidenzia le specie batteriche con più alta (verde) e più bassa (rossa) corre-
lazione con H. pullorum. A destra: media dell’abbondanza relativa delle specie bat-
teriche significativamente differenti tra i polli Indoor e Outdoor sulla base del test t di 
Student corretto con il Benjamini-Hochberg false discovery rate (FDR); sono state 
elencate solo le specie con un’abbondanza relativa >0.5 % in almeno un gruppo). 
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Un network di co-occurrence and mutual exclusion è stato creato per esplorare le 
interazioni microbiche tra le specie batteriche identificate e per individuare poten-
ziali mediatori dello specifico assortimento microbico generato in risposta al pas-
saggio dal sistema di allevamento Indoor a quello Outdoor. Il network è risultato 
costituito da 14 nodi (specie microbiche) collegati da 30 connessioni significative. 
Bacteroides barnesiae e un microorganismo non identificato del genere Syner-
gistes erano le specie con il numero più elevato di connessioni e con l’indice di 
closeness centrality più alto, implicando la co-presenza di altre 7 specie batteriche 
e risultando, inoltre, negativamente correlate a H. pullorum. Infine, H. pullorum 
ha mostrato anche un’associazione negativa (indice di possibile esclusione mutua-
listica) con la specie Bacteroides gallinaceum e un’interazione di co-presenza con 
Bacteroides vulgatus (Fig. 2).

Figura 2. Network di co-occurrence and mutual exclusion delle specie discrimi-
nanti i gruppi Indoor e Outdoor. Nel network: i nodi rappresentano le specie e le 
linee (connessioni) mostrano le correlazioni non parametriche di Spearman con un 
coefficiente di correlazione > 0.6 (co-presenza) o < -0.6 (esclusione competitiva) sta-
tisticamente significativa (p<0.05 con correzione Bonferroni); le connessioni verdi e 
rosse denotano rispettivamente un effetto positivo o negativo, dove la direzione delle 
frecce mostra la direzione dell’effetto; le dimensioni delle linee sono proporzionali 
all’indice di closeness centrality, parametro usato per misurare la centralità di un 
nodo nel network; i nodi blu e rossi rappresentano rispettivamente le specie batteri-
che risultate associate ai gruppi Indoor e Outdoor.

DISCUSSIONE
Helicobacter pullorum è un patogeno dal potenziale zoonotico in grado di colo-
nizzare il tratto intestinale ed il fegato di specie aviari e dell’uomo provocando di-
verse patologie gastrointestinali ed epatiche. Negli avicoli, la prevalenza di questo 
microrganismo è sicuramente sottovalutata a causa delle sue particolari esigenze 
di crescita e della somiglianza fenotipica con alcune specie di Campylobacter, in 
particolare C. coli e C. lari (2). Data la scarsità e la natura frammentaria dei dati 
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disponibili in letteratura sulla presenza di H. pullorum nel pollame, il presente 
studio è stato concepito con l’intenzione di fornire una fotografia globale di un 
sistema di produzione semi-estensivo esaminando due momenti fondamentali del 
ciclo produttivo dei polli, relativamente alla presenza di questo patogeno zoonoti-
co emergente. 
È interessante notare come i nostri risultati abbiano mostrato una diminuzione 
significativa (78.8%) dell›abbondanza di H. pullorum nei polli con accesso all’a-
perto rispetto a quelli allevati al chiuso. Il primo time-point individuato è stato a 28 
giorni di età, in quanto questo momento rappresenta il passaggio dall’allevamento 
al chiuso a quello all’aperto, quando il microbiota ha raggiunto un certo livello 
di maturità, pur considerando che lo sviluppo della comunità microbica sia una 
successione dinamica influenzata sia da processi correlati all’età che da fattori 
ambientali (cambiamenti nell’alimentazione, sviluppo del sistema immunitario ed 
esposizione a microrganismi estranei). Il secondo time-point (56 giorni di età) pre-
so in esame rappresenta la fase finale di questo sistema produttivo e corrisponde al 
momento della macellazione, consentendo, pertanto, di valutare la composizione 
del microbiota cecale alla fine dell’intero periodo di accesso all’aperto. Sebbene 
H. pullorum sia stato associato a casi di enterite o epatite vibrionica negli avicoli, 
non tutti i ceppi sono responsabili di malattia clinica e si comportano come flora 
innocua del tratto intestinale, rendendo il pollame una specie serbatoio nella tra-
smissione zoonotica dell’infezione. Il meccanismo alla base di questo fenomeno 
non è del tutto noto, tuttavia potrebbe spiegarsi con la presenza di ceppi a dif-
ferente virulenza. Infatti, contrariamente a quanto osservato per Campylobacter, 
non tutte le EHSs esprimono l’attività della CDT ed i relativi geni che svolgono 
probabilmente un ruolo eziologico nello sviluppo dei segni clinici e diarrea (2). 
Sulla base di tali considerazioni, il nostro studio ha documentato che alla fine del 
periodo produttivo, tutti gli animali si mostravano clinicamente sani e non si evi-
denziavano segni clinici di malattia, diarrea e mortalità. Alla necroscopia non si 
evidenziavano segni di tiflite né lesioni macroscopiche nel tratto gastrointestinale. 
Sarebbe auspicabile una caratterizzazione genomica e molecolare per studiare la 
patogenicità di H. pullorum e i profili di virulenza più prevalenti, approfondendo, 
così, il suo potenziale zoonotico. Finora esso è stato associato approssimativamen-
te al 12% di casi nell’uomo (1) in seguito alla contaminazione delle carcasse alla 
macellazione, in quanto tale agente patogeno è stato rilevato in un numero elevato 
di campioni cecali, dimostrando di essere in grado di persistere nei polli fino all’età 
della macellazione. Pertanto, dai risultati del presente studio si può ipotizzare che 
il potenziale zoonotico dell’infezione (attraverso la contaminazione delle carcas-
se) sia inferiore dopo un periodo di allevamento all’aperto. 
Sulla base dei due time-point analizzati, gli stadi sopra descritti della vita produt-
tiva dei broiler documentano pienamente l’evoluzione delle comunità microbiche 
come un processo continuo in cui nuovi taxa ne sostituiscono altri con l’accesso 
all’aperto dei polli e l’introduzione nella dieta di nuove fonti alimentari. Di con-
seguenza, si può supporre che la maggiore diversità microbica e l’espansione di 
altri taxa associati ad un intestino sano possano ridurre la probabilità di coloniz-
zazione intestinale di H. pullorum. È di notevole interesse, infatti, la comparsa un 
mese dopo l’accesso all’aperto di nuovi phyla tra cui Deferribacteres, e, a livel-
lo di specie, l’insorgenza di Mucispirillium schaedleri (0% e 1.34% in Indoor e 
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Outdoor, rispettivamente). Quest’osservazione è in linea con altri studi che hanno 
descritto la comunità microbica intestinale di polli allevati con sistema free-ran-
ge. M. schaedleri è noto per far parte della nicchia microbica associata al muco 
intestinale e, pertanto, può essere considerato un marker per la salute del tratto 
distale dell’intestino (11). Inoltre, altri studi riportano che questo batterio sia in 
grado di proteggere dalla colite indotta da Salmonella Typhimurium nel topo inter-
ferendo con l’espressione dei geni responsabili dell’invasione ed avendo, quindi, 
un potenziale per l’utilizzo terapeutico contro le infezioni da Salmonella nell’uo-
mo (12).  Il gruppo di polli allevati all’aperto ha evidenziato anche un aumento di 
Oscillospira, un genere batterico candidato tra i probiotici di nuova generazione 
con un elevato potenziale per l’utilizzo in campo medico. Oscillospira svolge un 
ruolo importante nel microbiota intestinale e la sua abbondanza è strettamente 
correlata alla salute dell’ospite. Nell’allevamento avicolo, l’utilizzo di probiotici 
e polifenoli influenza significativamente l’abbondanza di Oscillospira nell’inte-
stino, migliorando l’incremento ponderale e la salute intestinale nei broiler. Inol-
tre, l’abbondanza di Oscillospira è correlata a una significativa riduzione della 
trasmissione orizzontale di ceppi patogeni di E. coli e della gravità dell’infezione 
nei pulcini prevenendo, inoltre, la patologia infettiva associata a Clostridium diffcile 
(CDAD) nell’uomo, di cui il pollame rappresenta un possibile serbatoio (5, 13). 

CONCLUSIONI
Il microbiota intestinale del pollo svolge un ruolo cruciale nel mantenimento della 
salute dell’ospite ed il nostro studio suggerisce che il sistema di produzione e, in 
particolare, i sistemi di produzione alternativi, con accesso all’aperto, possono 
essere considerati fattori rilevanti nella costituzione di un microbiota intestinale 
sano. In particolare, sia Mucispirillium schaedleri che Oscillospira sono noti per 
esprimere proprietà microbiche benefiche con un interessante potenziale in qua-
lità di markers batterici intestinali per la salute dell’ospite. Questi microrganismi 
potrebbero essere in grado di modulare la suscettibilità alle infezioni, come nel 
caso di Helicobacter pullorum, principalmente attraverso l’esclusione competitiva 
prevenendone, pertanto, la colonizzazione intestinale. Nel pollo, quindi, un micro-
biota intestinale sano può avere una forte influenza sia sulla salute dell’ospite che 
sulla produttività, oltre che sulla salute dei consumatori.
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