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SMART VETERINARY DIAGNOSTICS

Il pacchetto completo BioChek per la diagnostica delle malattie
del pollame e dei suini ¢ utilizzato in tutto il mondo.

Offriamo un servizio diagnostico avanzato su misura, che comprende kit ELISA e PCR,
assistenza in tutto il mondo e software di monitoraggio.

BioChek offre:

e Kit di test ELISA e PCR per la diagnostica del pollo e dei suini.

e Controlli di riferimento con i nostri kit ELISA

e Standard per i nostri kit di analisi PCR

¢ || nostro software di monitoraggio di facile utilizzo per una facile gestione dei dati
e Diagnostica automatizzata: il BioChek ELISA Assay Robot (BEAR)

¢ Assistenza in tutto il mondo grazie ai nostri product manager regionali

BioChek fornisce assistenza tecnica, formazione Questo elevato livello di servizio ha

e addestramento, garantendo la facilita d’uso dei un obiettivo comune: una diagnostica

nostri prodotti e la realizzazione di risultati sicuri. estremamente estremamente accurata
Abbiamo sviluppato manuali e linee guida per e affidabile che renda possibili interventi

I'esecuzione dei nostri test e per l'interpretazione  veterinari ottimali. Aggiungiamo valore ai
dei risultati.In breve, offriamo un supporto e risultati dei vostri test.|l risultato: animali sani
un servizio completo in tutte le aree del nostro e un’azienda sana!
settore.
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Contattateci per dare valore aggiunto ai risultati dei vostri test:
www.biochek.com e info@biochek.com ¢ +31 (0)182 582 592
BioChek B.V. - Fokkerstraat 14 - 2811ER Reeuwijk - the Netherlands

Per I'ltalia contatta il nostro responsabile:
Cesare Covanti e cesarecovanti@biochek.com e 348 4090967
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PREFAZIONE

Legnaro (PD), 24 agosto 2022

Come consuetudine, pubblichiamo gli Atti del LXI Convegno Nazionale e del VII
Simposio Scientifico.

Il nostro convegno, in collaborazione con 1’ Associazione Scientifica di avicoltura
(sezione Italiana della WPSA), si ¢ collocato all’interno del Poultry Forum, a
Rimini, dove sono stati affrontati gli argomenti pit importanti che interessano la
filiera avicola. La mattinata ¢ iniziata trattando il tema del “benessere animale”
in avicoltura e in particolare nel settore delle galline ovaiole con la gestione dei
pulcini maschi. Nuove tecnologie e prospettive per il sessaggio in ovo sono state
presentate da relatori di caratura internazionale. Successivamente il focus si ¢
spostato sulla epidemia di influenza aviaria ad alta patogenicita (HPAI), iniziata
nell’autunno 2021, che ha interessato diversi Paesi europei tra cui I’Italia causando
gravi danni alla filiera avicola, fiore all’occhiello della zootecnia italiana. Proprio
per analizzare la situazione epidemiologica, approfondire le caratteristiche del
virus e valutare le misure di controllo introdotte, la SIPA ha scelto come tema
per il suo LXI Convegno annuale proprio I’influenza aviare indicandola come
“una sfida aperta per il settore avicolo”. Il dott. Calogero Terregino, dirigente
veterinario dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie (IZSVe) nonché
responsabile del Centro di Referenza Nazionale ed europeo per I’influenza aviaria
e la malattia di Newcastle, ha descritto le peculiarita di tale epidemia e del virus
responsabile e il Dott. Salvatore Catania, dirigente presso ’IZSVe a Verona, ha
illustrato le proposte tecniche per una gestione efficace delle future epidemie da
virus influenzali in Italia basandosi sull’esperienza del gruppo di lavoro istituito
proprio a seguito di tale epidemia. Infine, il Prof. Jean-Luc Guerin, dell’Universita
di Tolosa, ha condiviso la sua esperienza nella gestione dell’Influenza aviare negli
ultimi 5 anni in Francia.

I1 VII Simposio Scientifico si terra a Forli il 28 ottobre presso la bellissima sede
del’EX Convento San Domenico. Quest’anno oltre alle numerose relazioni
presentate dai soci ci sara un momento di discussione sulle sfide sanitarie ed
economiche emergenti per la filiera avicola italiana. Mi rende sempre molto
orgoglioso e speranzoso per il futuro della nostra societa, il numero, la qualita delle
relazioni presentate e 1’allargamento dei gruppi di ricerca che svolgono attivita
nell’ambito della patologia aviare.

Mi preme infine ricordare con affetto due colleghi, la Prof.ssa Francesca Menna
dell’Universita di Napoli e il Dott. Enrico Alessandri, che hanno partecipato e
contribuito alle attivita della nostra societa ed in generale alla patologia aviare
italiana, e che nel corso del 2022 ci hanno lasciato.

Prof. Mattia Cecchinato
Presidente SIPA

/Pape
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EPIDEMIA HPAI H5N1 IN ITALIA
Terregino C.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Viale dell’Universita, 10,
35020 Legnaro (PD), Italia

Epidemia HPAI H5N1 in Italia

Calogero Terregino
Laboratorio di Referenza Europeo/OIE/FAO e Centro di Referenza nazionale per I'influenza aviaria e la malattia di Newcastle
Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie

LXI Convegno annuale SIPA
6 maggio 2022
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Oca facciabianca [Bronta levcopsis) Anseriformes 3 514 1 0 1] 528
Cigrios reale (Cyanus olor) Anseriformes 10 414 [0 [ [ a4
Oca sahvatica |tanser anser) 10 302 1 0 o 13
Poisna comune (Eurteo butea) Accipitriformes [ 110 [ [] [ ue
Cygnus (Cygnus ap.) if [ 90 0 1 2 23
Gabbiano reale nordico fLarus argentatus) Charadriffarmes 1 70 0 [] [ 7L
|Garmans reala {Anas platyrhynchos L.} i 58 0 [ [ )
Anatidae (Aratidae) Anseriformes 1 51 0 [] [ 52
Fischiore (Mareca penelope) 1 50 [ [] [ 51
Ardeldse |iardeidae) Pelecaniformes o a8 [ [ o 48
Oea dal Canada (Branta L) o 36 10 L] o 46
Cieagna europea [Cheonia eiconial Cieaniiformes i 7 0 ] 1 38
Gabblano comune: hrakcooephalus ridibundu: Charadriifarmes 0 ] [i 0 [i 33
Cigno salvatico Cyanus cygnus) Anseriformes [0 31 1 0 0 33
Laridas (Laridae) [ [ 2 o 0 o 32
Gambacchio semipslmate | (Cafidris pusiio) Charadriifarmes [ 1] [0 0 0 27
Alrone cenering Ardra [Pelecaniformes 2 2 [ o 0 i
Cica lombardeila maggiore | fAnser albifrans) Anseriformes 2 1 [ [ [ 23
Folaga comune |(Fiica atra) Gruifarmes o 19 o 0 o 19
Mugnaiaccic (Laruz marinus) Charadriiformes [ 19 0 [ 0 19
Volatile sohvatico ns - - [ 14 [0 0 o 14
Accipiter {Accipiter sp.) [Accipitriformes o 14 o 0 o 14
Gazza (Pica pice) i 0 12 [ [ [ 12

H5N1 HPAI -
Volatili Selvatici

Lombardia
Lombardia

Veneto

Friuli Venezia Giulia
Veneto

Veneto

Lazio

Veneto
Lombardia
Puglia

Veneto

Veneto
Veneto
Emilia Romagna
Veneto
Veneto

Campania

Lombardia
Piemonte
Piemonte
Campania
Campania
Campania

Germano reale
Fischione
Gabbiano reale zampe gialle
Gazza
Oca selvatica
Gheppio
Oca Selvatica
Cigno reale
Gabbiano reale zampe gialle
Gufo comune
Airone cinerino
Gabbiano reale zampegialle
Gabbiano comune
Gabbiano reale zampe gialle
Civetta
Gazza
Alzavola
Gabbiano (non specificato)
Gufo Reale
Aquila di Harris
Falco sacro
Poiana
Cigno Reale
Airone bianco maggiore
Gufo comune
Gabbiano reale zampe gialle
Gheppio
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2021-10-28
2021-10-28
2021-11-16
2021-11-10
2021-11-23
2021-11-30
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2021-11-29
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2021-11-29

2021-12-14

2021-11-13
2021-12-14
2021-12-22
2021-12-17
2021-12-09

2021-12-31

2022-01-19
2022-01-27
2022-01-02
2022-01-31
2022-02-01
2022-01-31

2021-10-30
2021-10-30
2021-11-16
2021-11-17
2021-11-26
2021-11-30

2021-11-28

2021-12-03
2021-12-14
2021-12-12

2021-12-16

2021-12-18
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2021-12-30
2021-12-29

2021-12-31

2022-01-20
2022-02-16
2022-02-16
2022-02-23
2022-02-23
2022-02-23
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@ Situazione epidemiologica — aprile 2022

v FOCOLAI HPAI

SELVATICI (n. 23)

9 Veneto

4 Lombardia

4 Campania

2 Piemonte
1FVG

1 Emilia Romagna
1 Lazio

1 Puglia

DOMESTICI (n. 317)
* 248 \Veneto

* 60 Lombardia

* 4 Toscana

* 1FVG s g
* 2EmiliaRomagna /7~
* 1 Piemonte
* 1lazio

@® Curva epidemica - 3 marzo 2022

Pl ety HEHE N

-*'Illllll""'"'

Data di sospetto
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@ H5N1 HPAI in Italia — Regione e Categoria

Tacchini da carne Broiler Ovaiole Riproduttori

Emilia Romagna

Friuli Venezia Giulia

Multi-specie(?) Altre Speciel?) Totale

Lazio
Lombardia
Piemonte
Toscana
Veneto 129 65 32
Totale 149 76 52 5 16 17 315
(1) MULTISPECIE: 1 Parco, 1 Agriturismo, 1 Selvatici in cattivita, 13 Rurali
(2) ALTRE SPECIE: Quaglie, Fagiani, Anatre, Svezzatori, Faraone
@ Curva epidemica per specie - 3 marzo 2022
@
“
Pl
E» ALTRE SPECIE
BROLER
MULTISPECIE
CVALE

B recomanbacimia

20210 B R B
srototimns

Data di sospetto

ez
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@® 1° Focolaio (Ronco All'Adige) — tacchine femmine di @ 90gg

° Insorgenza sintomi: 17 ottobre

* Sospetto: 18 ottobre (gruppo fermo, difficolta respiratoria,
vomito, 5 morti in mattinata - 15 nel pomeriggio)

°* Conferma: 18 ottobre (50 morti)
° Abbattimento: 21 ottobre

* Circa 10.000 capi vivi al momento del sequestro

® 1°Focolaio L '

® Fattori di rischio y
« Zona ad alta densita di allevamenti avicoli (DPPA) “-.
* Circa 180 allevamenti entro 10 km '
* 22 in Zona di Protezione
* 157 in Zona di Sorveglianza i

° Alta presenza di zone umide B

* Cave/Riserva di caccia private a circa 300-500 m
* Considerevole popolazione di anatidi selvatici

* Altro allevamento di tacchini da carne femmina
degli stessi proprietari
« Circa 13.500 capi ; ¥
* 88 giorni di et 3
* Meno di 3 km di distanza
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Moricesim
Visapmsn

@ Focolai
Ronco
All'Adige
(Verona)

Spe Data del Data di
(n. animali presenti) | sospetto conferma /

Tacchini da carne
(13.520)

18/10/2021 19/10/2021  “|*
---

Tacchini da carne

(12.000) 19/10/2021 20/10/2021

Tacchini da carne
(32.000) 25/10/2021 26/10/2021
Tacchini da carne

(13.000) 26/10/2021

~Tacch|n| da carne maschl
+70 giorni di eta

+36000 animali presenti
*Sospetto 29 ottobre 2021

FTHPAI(P)021-00003 .;v'f-v'u(v)zu:m
Aseaie 2

*Tacchini da carne maschi
+120 giorni di eta

+18160 animali presenti
*Sospetto 30 ottobre 2021

2mEN\ &
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Lombardia
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Friuli Venezia Giulia
Emilia Romagna
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Toscana
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Settimana 19 — 7-13 Febbraio

Veneto

Lombardia

Lazio

Friuli Venezia Giulia
Emilia Romagna
Puglia

Campania

Toscana

Piemonte

Dom
248
61
1
1
1

i_;‘!lllmly--,- N

i
s 1y R i R
P riy [ s

Iatiats Zotpratianice
Sntimeniale Suite Weanais

Indagini Epidemiologiche
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@® Indagini Epidemiologiche - Fattori di rischio

® Presenza aree umide * Presenza accertata di volatili selvatici
146 [59%] 95 [38%) 7 [3%] 51[21%] 189 [76%] 8 [3%]
53[88%] 4[7%] 3 [5%] 40 [67%] 11[18%] 9 [15%]
= 1 [100%)] = s 1 [100%] s
1 [100%) - - 1 [100%] - -
5 - 1[100%] 5 - 1[100%]
3 [100%] - - 3 [100%] - -
1[100%] - - 1[100%] - -
Totale 204 [65%] 100 [32%] 9 [3%] 315 Totale 96 [30%] 201 [64%] 18 [6%] 315

@® Indagine Epidemiologica — Fattori di rischio

* Ventilazione

149 58 35

32 11 10
1 - - -
- - 1 -
- - - 1
- - 3 -
- - 1 -

Totale 182 69 50 14 315
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Contact tracing

@® Indagini Epidemiologiche — Rintraccio Contatti

* Tipi di contatti considerati
* Movimento mezzi
* Personale della filiera e
Contatti ‘Direzionali
* Veterinario aziendale
* Tecnico aziendale
* Proprietario/Familiare ) R
Contatti ‘Non Direzionali’

* Prossimita ad altri focolai
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Indagini Epidemiologiche — Rintraccio Contatti

° Periodo «recettivo»
(Inbound risk):

* Probabile periodo in cui il virus
potrebbe essere stato
introdotto

* Tracing back dei «contatti
infetti»

* Periodo «infettivo»
(Outbound risk)

* Periodo in cui il virus potrebbe
potenzialmente diffondersi
dall'allevamento infetto

* Tracing forward dei «contatti
infettivi»

Introduzione virus
Insorgenza sintomi
Data di sospetto

- 15 giorni

Data di conferma

Estinzione del focolaio

-4 glorm

Periodo «Recettlvo»

e A

Periodo «Infettivo»

Indagini Epidemiologiche — probabile causa del contagio

Personale Filiera 85

Prossimita (< 1500 m)

m

2
57 Sy
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Gene HA

1 virus H5N1 italiani sono contrassegnati con colori
diversi che rappresentano i cluster originati da diverse
introduzioni nel nostro Paese (gli altri virus HSN1
europei sono contrassegnati in grigio).

Gli H5N1 italiani provenienti da uccelli selvatici sono
colorati in azzurro.

Sono state identificate almeno 12 diverse introduzioni
virali in Italia, di cui almeno 7 negli uccelli domestici.
Non si possono escludere ulteriori introduzioni da uccelli
selvatici nella popolazione domestica di virus
geneticamente correlati.

-

Wild bird, Veneto (VE)
Wild bird, Veneto (VE)

Wild bird, Puglia (FG) ==l

Wild bird, Lombardy (8S)

Wild bird, Veneto (VE)

Arrows indicate viral introductions

Domestic/Wild birds, Veneto (VR, PD, VI, RO), Lombardy (MN, CR, PV),
Tuscany (PO)

Domestic/Wild birds, Lombardy (BS, MN), Lazio (Rome), Emilia Romagna (PR)
Domestic bird, Tuscany (Fl)

Domestic birds, Veneto (VR), Lombardy (MN, BS)

Domestic/Wild birds, Lombardy (BG, MN)

Domestic/Wild birds, Veneto (VR), Lombardy (BS, MN), Emilia Romagna (RN),
Campania (NA, SA)

Domestic/Wild birds, Friuli Venezia Giulia (UD)

Gene HA

* Elevato numero di introduzioni separate di virus
nelle province di Mantova (5), Brescia (4) e
Verona (3)

* Il gruppo genetico identificato in rosa & il pi
diffuso nelle regioni Veneto e Lombardia

Lombardy
region

Veneto
region
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P vild bird Veneto (VE)
wild bird Veneto (VE)
wild bird Veneto (VE)
wild bird Lombardy (B5]

T wild bird Puglia (FG)

Veneto

Lombardy region

region \

Province/Country
5} .oﬁa (VR}

m Padova (PD)

W Vicenza (V)

W Rovigo (RO)

W Cremona (CR)
W Mantova (MN)
Poland

W Czech Republic

Median Joining Network analysis

- Province -

Questa analisi viene utilizzata per ricostruire network
filogenetici e dedurre tipi ancestrali.

Ogni cerchio rappresenta 1 genotipo (variante virale). La
lunghezza dei rami & proporzionale al numero di differenze
nucleotidiche tra due genotipi. La dimensione dei cerchi &
proporzionale al numero di virus che condividono lo stesso
genotipo.

Il network & colorato in base alla provincia.

Questa analisi puo essere utile per valutare le possibili
dinamiche di trasmissione tra diversi allevamenti in base
alla somiglianza genetica.
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Median Joining Network analysis
H - Province -

A
g
==
P
Fres W Median Joining Network analysis
E? ; - Province -
Main findings

U Chiara raggruppamento per provincia che
suggerisce il verificarsi di diversi focolai

T4 secondari al loro interno.
_— - R i = .. . . . .
§ i & ‘!‘r o O Prove limitate di diffusione del virus tra
o g
’r E §5 diverse regioni.
-
H-4 i ?
-
.\:- .;.“ '
i .’F -'f ke "
.r'l'::
o
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mm Median Joining Network analysis ey
ey - Species - P
W Brojler 1 ™
M Laying Hen
7l Cther-domestic - g
birds L .
8 Wild birds L= V3 - -
v e o L Y
e v
gl /e ge
‘- O
L i b=
LT -
g n
s na
BN
g . ’{'T -
— ¢ L L =
TR A
L .
- W
[y w
Hr
ot
[ il

I network colorati per specie non mostrano
evidenti raggruppamenti per ospite

Bayesian maximum clade credibility (MCC)
tree mostrando le diverse province

Questo albero riassume i risultati ottenuti con
un approccio statistico bayesiano che utilizza il
numero e la distribuzione temporale delle
differenze genetiche tra virus identificati in
tempi diversi.

Le nostre analisi suggeriscono che le province
di Verona (VR) e Mantova (MN) siano la
principale fonte del virus per le altre province
della stessa regione.

Province
wild bards
Roma
uo

Fi

RO
RM

vi

PO
VR
CR
BG
MN
BS

—p BF>10000
—— 100<BF<1000
_______ » 10<BF<100

P
[
[

o s
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Bayesian maximum clade
credibility (MCC) tree
mostrando il contributo della
specie alla diffusione virale.

Le nostre analisi suggeriscono:

Diverse introduzioni virali
dagli uccelli selvatici a quelli
domestici.

Tra le specie coinvolte, il
tacchino ha agito come la
fonte piu probabile del virus
per gli altri  uccelli
domestici.

W laying hen

B cthar domestic birds
wilkd birdss

wlid birds

BMC ‘).m %

Qual e stato il ruolo esatto dei polli da carne in

guesta pandemia?

Le analisi genetiche che assegnano il ruolo di fondo cieco al broiler
sono in linea con quanto osservato in campo e con
le evidenze ottenute dalle infezioni sperimentali

&
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Percent survival

Contact transmission

1004 i a G -+~ WL SPF Infected

—— WL SPF Sentinel

- Broiler Infected !

—— Broiler Sentinel

Tutti i polli di linea leggera (SPF) sono morti.

Solo 1 su 4 broiler infettati & risultato positivo alla
rRT-PCR ed & morto al giorno 3 p.i. La
trasmissione & avvenuta solo in 1 sentinella/6.
Nessuno dei broiler rimanenti e risultato
virologicamente positivo fino a 14 giorni p.c.

Shedding tracheale e cloacale dei broiler
Time nettamente inferiore che negli SPF

(2.
(=]
sa s s ala sy

o
N
»
(=2
(=]

No sieroconversione negli animali sopravvissuti

Tutti i brolier sono deceduti entro 6

Aerosol transmission giorni p.i. (sintomatologia evidente
solo 12 ore prima della morte)

100
—— SPF WL Infected
Broiler

50

Percent survival

N -
=
I

o=
o -t
~-

DPI
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Come si e arrivati all’eradicazione dell’epidemia - Istituzione di
ampie zone di restrizione (ZUR)

@® Comesié arrivati all’eradicazione dell’epidemia — depopolamento

Zona a Medio Rischio Zona Attenzione
A
. Autorizzabili | Autorizzati Totale
Specie .
al 29/03 al 29/03 complessivo
Broiler 209 163 60,15 108 39,85 271
Ovaiole 16 3 4,69 61 95,31 64
Ovaiole
Pollastra 21 13 41,94 18 58,06 31
Riproduttori 44 3 5,00 57 95,00 60
Svezzatori 1 24 100,00 24
Tacchini da
carne 119 85 50,30 84 49,70 169

Altro 17 8 14,29 48 85,71 56

-
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@ Comesi e arrivati all’eradicazione dell’epidemia — depopolamento

Zona ad Alto Rischio ZUR
A

e % Autorizzati al Totale o o % NON
Autorizzati al - % accasabili o Totale
29/03 sul totale |accasabili dal accasabili dal| )
pLY[0x] complessivo

complessivo 01/04 EolON/CE 01/04

Broiler 57,07 433 72,90 27,10 594
Ovaiole 16 11,35 134 95,04 4,96 141
Ovaiole

Pollastra 23 38,98 55 93,22 6,78 59
Riproduttori 6 18,18 31 93,94 6,06 33
Svezzatori 3 13,64 2 9,09 90,91 22
Tacchini da

carne 90 25,07 200 55,71 44,29 359
Altro 22,84 53,09 46,91

T T I N N T N

Come si e arrivati all’eradicazione dell’epidemia — monitoraggio

straordinario Allegats % Moulioraggho della malatifa uella ZUR ¢ uells Zous 4 alleazione

Numeso i allevaienti di tmochini da came, brotler, pollasira ¢ ovaiole (uova da cowsumo) da
sotoporre 8 monionggho o fue & eschiderne wmm prevalesies & Influenca Avians, wter-allevmzento,
uguale o supeniore al 3%, conun [velle di confidenza (LC) del 555

Albevamentt accasabili per Allevamenth da campiouare 1
ks

proviacis oy
50 | Tum

51 .48 H
66 - 80 57
- 100 6
101 - 140 ] i
T8
Bl
B
tos
100

Per o allevanmuto s chezsanato dovii essere gasnmtito il prelievo di lmeno 20 tusponi tracheali da
sogRel mert oo o disvisali. 11 camnp doved svwenine con b seguente cadenza:

. O 7 ieemi per g allevamennt ricadenti e sommma i cui all’Allegato 1. pane a) el
preseute disposstives

. Ogna 15 ziogui per allevamenti ricadenti nei comvn di i all" Allegato |, parte b) del presente
dispositive,

1 campicnamento dovi essere eseguiso su pollame che abbia ggimnno wn'er di almen

¥ 28 giomi. per broiler & podlastre & galline cvaicle
. 40 gicami. nel caso di eacchin du came

Negli allevamenti appanenest alla categoria “swerzatori” il prelieve dei 20 tunponi tacheall deve
esere esepntito sa wozgelt moni o maka di quakinsd et alineno s voli alla seiimn
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@ Principali criticita evidenziate

° Inadeguatezza dei sistemi di abbattimento, depopolamento rapido e
smaltimento materiale contaminato rispetto al numero di allevamenti presenti

° Ridotta efficacia delle misure di biosicurezza rispetto alla capacita di diffusione
del virus e del livello di contaminazione ambientale

* Altissima diffusione «per contiguita» a causa dell’elevata concentrazione degli
allevamenti avicoli e interconnessioni molto spinte tra i diversi allevamenti

@® Conclusioni

* La recente epidemia di HPAI & stata la peggiore registrata in Europa fin ora

° La persistente circolazione di virus HPAI negli uccelli selvatici mette in serio
pericolo la sostenibilita dell’avicoltura moderna

° E’ necessario pensare a nuove efficaci strategie di prevenzione e controllo a
partire da una migliore organizzazione del settore avicolo sul territorio nelle
aree fortemente a rischio
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PROPOSTE TECNICHE PER UNA GESTIONE EFFICACE DELLE FUTURE
EPIDEMIE DA VIRUS INFLUENZALI IN ITALIA

Catania S.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie

Proposte tecniche per una gestione
efficace delle future epidemie da
virus influenzali in ltalia

Salvatore Catania

LXI Convegno Annuale SIPA
Rimini, 6 maggio, 2022

o Programma

+ Come € organizzata la presentazione
* |l racconto di una storia
* La genesi di un gruppo
« |l percorso effettuato e le considerazioni fatte
* La produzione del documento

» Considerazioni conclusive

Salvatore Catania, 6 maggio 2022
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Il gruppo di Lavoro

+ Alberto Dall’Angelo, Giuseppe Facchetti, Luigi Gavazzi, Leandro Giusti,

Giovanni Ortali, Calogero Terregino, Giacomo Trevisani

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 3

Il racconto di una storia

+ |l tutto ha inizio nelle settimane precedenti il Natale del 21...

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 4
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Il racconto di una storia

|l tutto ha inizio nelle settimane precedenti il Natale del 21...
H5N1 HPAI — Numero di focolai/settimana

sy [l e o [l e
H
am -.I I l I- lI
Salvatore Catania, 6 ¢om 5

NUOVI TAMPONI POSITIVI GIORNALIERI

[talia - dati al 31 dicembre el e
Totale 6.125.68 144243
140.000
120.000
100.000
80.000
60.000
I||
20.000
llll-llllll llllllll Il
03DIC 05DIC 070K 09D 1DC 13 |SD|C 170K 190!( 210/ 230IC 25DIC 270K 29!!: .o .
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| Il racconto di una storia..... il perché
» Abbiamo sentito la necessita di trovare un luogo in senso pit ampio del
termine, in cui si potesse parlare di Al dal punto di vista tecnico

* Era necessario individuare un limitato numero di colleghi
rappresentativi delle varie realta per poter commentare/condividere

Salvatore Catania, 6 maggio 2022

Il racconto di una storia..... il come

* Classico gruppo WUP con variante Padano/Sicula ...... Nord a Sud il
sistema & collaudato .....

Salvatore Catania, 6 maggio 2022
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o Il racconto di una storia..... il come

+ Classico gruppo WUP con variante Padano/Sicula ...... Nord a Sud il
sistema é collaudato ....

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 ' 9

o Materiali e metodi

* Incontri settimanali

+ Definizione di macrocategorie di argomenti
» Definizione delle sottocategorie

+ Definizione delle priorita

* Processo collegiale di valutazione e verifica sulla base delle recenti
evidenze

« Sintesi delle attivita fatte

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 10

47



| Le macro categorie individuate

1. Organizzazione e disegno del territorio (sottocapitoli priorita 2,3,4)
2. Implementazione sistemi early detection (Priorita 1)
3. Vaccinazione (Priorita 6)
4. Necessita per le future epidemie (Priorita 5)
5. Compartimentazione e gestione delle aree
6. Uova daincubare....operativita degli incubatoi nelle aree soggette a
restrizione (da fare in tempo di pace)
7. Regole di smaltimento cat 2 e cat 3 in fase emergenziale
8. Disinfezione camion e indicazioni su rientro camion da macello
Salvatore Catania, 6 maggio 2022 1

|P=—
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R

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 12
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Le macro categorie individuate

Organizzazione e disegno del territorio (sottocapitoli priorita 2,3,4)
Implementazione sistemi early detection (Priorita 1)

Vaccinazione (Priorita 6)

Necessita per le future epidemie (Priorita 5)

Compartimentazione e gestione delle aree

Uova da incubare....operativita degli incubatoi nelle aree soggette a
restrizione (da fare in tempo di pace)

Regole di smaltimento cat 2 e cat 3 in fase emergenziale
Disinfezione camion e indicazioni su rientro camion da macello

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 13

Implementazione sistemi early detection (Priorita 1)

Valutazione oggettiva dei riscontri clinici rilevati nelle varie specie e
categorie e definizione di criteri di allerta

Per le categorie (ad es. broiler) in cui clinicamente risulta poco chiaro
formulare un sospetto valutare un sistema di monitoraggio realisticamente
applicabile e finalizzato ad anticipare I'evidenza di positivita

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 14
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a)

a) Valutazione oggettiva dei riscontri clinici rilevati nelle
varie specie e categorie e definizione di criteri di allerta

Tacchino: rialzo mortalita >0.2% nel capannone e naturalmente,
inappetenza, gruppo fermo, non chiude animali a terra. | morti solitamente
sono concentrati in una area limitata.

Gallina ovaiola e fase pollastra rialzo sospetto e repentino mortalita, 2/3
volte il giorno precedente nel capannone e naturalmente, inappetenza,
gruppo fermo, non chiude animali a terra. | morti solitamente sono
concentrati in una area limitata e se in gabbia in prossimita delle ventole.
Broiler assenza di sintomatologia netta e mancanza di rialzi sospetti, si
preferisce focalizzare I'attenzione in sistemi di monitoraggio settimanale
anche in corso di mortalita “fisiologica”

. Faraona Rialzo sospetto e repentino mortalita, 2/3 volte il giorno

precedente

Altre specie, come in precedenza controllare i parametri produttivi e le
variazioni di mortalita

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 15

Implementazione sistemi early detection (Priorita 1)

Valutazione oggettiva dei riscontri clinici rilevati nelle varie specie e
categorie e definizione di criteri di allerta

Per le categorie (ad es. broiler) in cui clinicamente risulta poco chiaro
formulare un sospetto valutare un sistema di monitoraggio realisticamente
applicabile e finalizzato ad anticipare I'evidenza di positivita

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 16
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b) Per le categorie (ad es. broiler) in cui clinicamente risulta poco chiaro formulare un
I~ . — sospetto valutare un sistema di monitoraggio realisticamente applicabile e finalizzato ad
anticipare I'evidenza di positivita

i. Monitoraggio settimanale sui morti per capannone in animali di eta
superiore a 4 settimane numero di animali morti da campionare i morti della
giornata fino ad un massimo di 20, focalizzandosi sui capannoni che
mostrano un % di mortalita superiore. (Valutare le potenzialita di laboratori
privati ) RO, VE, Bassa Padovana, Bergamo (Zona Verde)

ii. naturalmente in tutti i casi di rialzi anomali di mortalita in animali di eta
superiore alle 2 settimane produrre un sospetto

iii. valutazione di eventuali altri sistemi di campionamento ( attivita future)

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 17

@ ... ne approfittiamo

*SPLEEN: severe, multifocal to coalescing necrosis with heterophilic infiltration. Multifocal reactive follicles. 10X HPF
®SPLEEN: ++ IHC, 40X Foto Claudia Zanardello 1ZSVe

Salvatore Catania, 6 maggio 2022

51



L ... he approfittiamo

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 18

o ... he approfittiamo

*SPLEEN: severe, multifocal to coalescing necrosis with heterophilic infiltration. Multifocal reactive follicles. 10X HPF
oSPLEEN: ++ IHC, 40X Foto Claudia Zanardello 1ZSVe

Salvatore Catania, 6 maggio 2022
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Salvatore Catania, 6 maggio 2022 20

Organizzazione e disegno del territorio

a) Attivita volte alla riduzione del rischio di introduzione (Priorita 3)

b) Allevamenti con carenze di biosicurezza importanti segnalate dai
colleghi della filiera per avere una visita ispettiva in breve tempo.
Sarebbe opportuno elevare il rango dell’'ordinanza Storace oppure
definire qualcosa a livello regionale.

c) Verona Vicenza Padova sotto A4 sarebbe opportuno trasformarla in
area B per controllare meglio la tipologia dei nuovi insediamenti

d) Nelle aree particolarmente complesse e dense come Verona quali
potrebbero essere le proposte di miglioramenti del territorio o almeno
di non peggioramento di questo

e) Attivita volte alla riduzione del rischio di diffusione (Priorita 2)

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 21
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1)
2)

3)

e) Attivita volte alla riduzione del rischio di diffusione

Rapidita di risposta nel risolvere il focolaio
Strategie di depopolamento rapido realisticamente applicabili

iii. Capacita potenziali di svuotamento per distretto di competenza
iv. Sistemi di abbattimento consentiti e considerati efficaci alla luce dell’ultima

esperienza
Possibili e potenziali nuove proposte tecnico operative

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 22

i. Rapidita di risposta nel risolvere il focolaio

Depolamento centripeto dell’area di protezione

Gruppo infetto abbattuto il prima possibile ma le carcasse non
spostate fino al vuoto

Tempistiche di depopolamento funzionali e realistiche

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 23
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ii. Strategie di depopolamento rapido realisticamente
applicabili

Supervisione della gestione degli abbattimenti dei focolai. Istituzione di una
task force di intervento costituita da vet pubblici, vet di filera preparati a tale
scopo squadre formate per le operazioni, almeno 5 disponibili per la
regione Veneto e altrettante in regione Lombardia, definire rendering e
capacita di raccolta e trasformazione, con la stipula di contratti a livello
interregionale almeno per le 3 regioni piu esposte.

Formazione delle imprese sfruttando le esperienze di questa epidemia
(formatori olandesi)

Favorire abbattimenti preventivi in modo da ridurre I'eliminazione virale
nellarea e conseguentemente evitare di dover gestire grandi quantita di
materiale contaminato

Decrementare la densitad dell’area colpita (macellazioni mirate, Cosa?
Come? Quando? ed in che modalita?)

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 24

Il processo di sintesi e la produzione di un documento

3 najigla

e

Salvatore Catania, 6 maggio 2022 25
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Il processo di sintesi e la produzione di un documento
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[ Take home message

e ... andrei ad un considerando

{51) Una gestione ottimale della sanita animale pud essere conseguita soltanto in cooperazione con i detentori di
animali, gli operatori, i veterinari, i professionisti della sanita animale, le altre parti interessate e i partner
commerciali. Per garantirsi il loro sostegno, € necessario organizzare le procedure decisionali e l'applicazione delle
misure di cui al presente regolamento in modo chiaro, trasparente ¢ inclusivo.
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* | Medici Veterinari devono costantemente investire energie nel
costruire e mantenere un network in cui tutti gli attori partecipano
proattivamente al raggiungimento dell’obbiettivo comune, che risulta
essere una «Produzione sostenibile con elevati standard
qualitativi»

{51)  Una gestione ottimale della sanitd animale pud essere conseguita soltanto in cooperazione con i detentori di
animali, gli operatori, i veterinari, i professionisti della sanita animale, le altre parti interessate ¢ i partner

commerciali. Per garantirsi il loro sostegno, € necessario organizzare le procedure decisionali e l'applicazione delle
misure di cui al presente regolamento in modo chiaro, trasparente ¢ inclusivo.
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Summary

Necrotic enteritis (NE) is one of the most common diseases in poultry production
worldwide, leading to sub-optimal performance and considerable economic
losses. Botanicals are progressively gaining importance as feed additives for their
biological properties among which antibacterial and anticoccidial, while organic
acids are well-known antimicrobials. The aim of this study was to reproduce a NE
challenge model caused by Eimeria coccidia and Clostridium perfringens (CP) in
broilers and evaluate the effects of microencapsulated blends of botanicals and
organic acids in comparison with conventional drug treatments.

A total of 2,500 day-old chicks (Cobb 500) were vaccinated for coccidiosis with
Coccivac®-B52, divided in pens (50 birds/pen) and assigned to 5 groups (10
pens/group): CTR group, fed a control diet; AMP group, fed a diet with 100 ppm
of Amprolium; BMD group, fed a diet with 55 ppm of bacitracin; TRT1, fed a diet
supplemented with 400 g/MT of Prototype 1; TRT2, fed a diet supplemented with
Prototype 1 at 400 g/MT and Prototype 2 at 500 g/MT. Prototype 1 and Prototype
2 are a two microencapsulated blends of botanicals and organic acids (Prototype
1) and only botanicals (Prototype 2) manufactured by Vetagro. All the animals
were challenged first with cocci through an oral inoculation with E. maxima
(5,000 oocysts) at day 14, then with CP (alpha toxin and netB toxin positive,
10® CFU) orally administered for 3 days (d19, 20, and 21). The study lasted 42
days with small intestine lesions scored at d21 from 3 birds/pen, fecal oocysts
counted at day 28 and growth performance recorded throughout the study. Data
were analyzed with ANOVA and differences considered significant at P<(.05.
No differences in growth performance were observed before the challenge.
From d14 to d28, immediately after the challenge, all the treated groups showed
improved growth with higher weight gains and lower feed conversion ratio values
compared to CTR group (P<0.01). Overall (0-42 days), the group TRT2 had the
highest weight gain although only numerically (P=0.17), while FCR values were
significantly reduced in particular by TRT2 and BMD (1.68 both) followed by
TRT1 and AMP (1.73 both) compared to CTR group (1.84). All the treatments
reduced overall mortality and mortality due to NE compared to CTR (P<0.0001).
Compared to CTR, small intestine lesions score was reduced particularly by AMP
and TRT2, while E. maxima counts were significantly lower only in TRT2 group
(P<0.01).
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To conclude, the microencapsulated blends of botanicals and organic acids used in
this study have the potential to contain loss of performance and lesions associated
with NE challenge in broiler chickens to the same extent of conventional drugs.

INTRODUZIONE

L’enterite necrotica (EN) ¢ ritenuta una delle principali minacce per 1’industria
avicola globale, con ingenti perdite economiche. Si tratta di una patologia
intestinale causata dalla proliferazione di ceppi tossigenici del batterio Gram-
positivo, anaerobio, sporigeno Clostridium perfringens e che vede nella coccidiosi
e in particolare nel danno alla mucosa intestinale causato da Eimeria spp. il
principale fattore predisponente (Paiva & McElroy, 2014; Quiroz-Castaneda &
Dantan-Gonzalez, 2015; Timbermont et al., 2011). L’EN nella sua forma clinica
acuta causa severe lesioni intestinali e alti tassi di mortalita, mentre nella sua
forma sub-clinica riduce le performance di crescita degli animali (Van Immerseel
et al., 2004). Le restrizioni di tipo legislativo e la crescente diffusione di sistemi
di produzione senza 1’uso di antibiotici hanno portato da un lato ad un aumento
dell’incidenza dell’EN e dall’altro ad un accresciuto 1’interesse verso la ricerca
di strategie alternative per controllare il problema (Van Immerseel et al., 2016).
Gli acidi organici sono ampiamente utilizzati come antimicrobici alternativi
agli antibiotici convenzionali, mentre i composti vegetali e i prodotti derivati
da piante, collettivamente definiti fitogenici, trovano sempre piu ampio utilizzo
nella nutrizione animale date le loro molteplici proprieta biologiche, quali
antibatteriche, anticoccidiche, anti-inflammatorie e anti-ossidanti (Giovagnoni et
al., 2019; Rossi et al., 2020; Felici et al., 2020).

L’obiettivo di questo studio ¢ stato riprodurre nei polli da carne un modello di
enterite necrotica causata da coccidi di Eimeria e Clostridium perfringens e
valutare 1’effetto di due miscele microincapsulate di sostanze aromatizzanti e
acidi organici a confronto con trattamenti farmacologici convenzionali.

MATERIALI E METODI
Un totale di 2500 polli da carne maschi (Cobb 500) al giorno 0 di vita sono
stati vaccinati per coccidiosi (Coccivac®-B52), allocati in box (50 animali/box) e
assegnati a 5 gruppi sperimentali (10 box/gruppo):
1) Gruppo CTR, alimentato con una dieta standard;
2) Gruppo AMP, alimentato con una dieta standard supplementata con 100
ppm di Amprolium;
3) Gruppo BMD, alimentato con una dieta standard supplementata con 55
ppm di Bacitracina
4) Gruppo TRTI, alimentato con una dieta standard supplementata con
Prototipo 1 a 400 g/ton;
5) Gruppo TRT2, alimentato con una dieta standard supplementata con
Prototipo 1 a 400 g/ton e Prototipo 2 a 500 g/ton.

Le diete sono state fornite ad /ibitum a partire dall’accasamento secondo questo
piano alimentare: fase starter (giorno 0-14), fase grower (giorno 14-28), fase
finisher (giorno 28-36), fase withdrawal (giorno 36-42). Le diete consistevano
in mangimi commerciali, non medicati, formulati sulla base delle indicazioni
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NRC e fornite come pellet sbriciolato (starter) o come pellet (grower, finisher
e withdrawal). Prototipo 1 e Prototipo 2 sono due miscele microincapsulate di
sostanze aromatizzanti e acidi organici (Prototipo 1) o solo sostanze aromatizzanti
(Prototipo 2) prodotte da Vetagro S.p.A.

Tutti gli animali in prova sono stati sottoposti ad un challenge per indurre enterite
necrotica attraverso la somministrazione orale di £. maxima (5000 oocisti/animale)
al giorno 14 seguita dalla somministrazione orale di C. perfringens (ceppo di
campo alpha toxin e netB toxin positivo, 10® CFU) per 3 giorni consecutivi,
giorno 19, 20 e 21. Al giorno 21, 3 animali/box sono stati sacrificati ed esaminati
per le lesioni intestinali da enterite necrotica secondo un metodo di score da 0
a 3 di gravita crescente con punteggio 0 per intestino normale, 1 per intestino
con perdita di tono e lieve strato di muco, 2 per intestino con severa enterite
necrotizzante e 3 per intestino con estrema enterite necrotizzante e presenza di
sangue nel lume (Hofacre et al., 1998). Al giorno 28 sono stati raccolti campioni
fecali da ogni box per la conta del numero di oocisti per grammo (OPG) di feci
mediante metodica Mc Master al fine di determinare 1’eliminazione fecale di E.
acervulina, E. maxima ed E. tenella.

I box sono stati monitorati quotidianamente per controllare eventuali animali
morti oppure da abbattere, di cui ¢ stato registrato il peso e la causa di morte
attraverso esame necroscopico. Per determinare le performance di crescita,
sono stati registrati 1’alimento somministrato e il peso vivo per box ai giorni
0, 24, 28, 36 e 42. Conseguentemente sono stati calcolati parametri di crescita
quali I’ingestione alimentare, 1’incremento ponderale e I’indice di conversione
alimentare aggiustato sulla base della mortalita.

I dati sono stati analizzati con ANOVA seguita da test di Tukey (Graph Pad Prism
6; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Le differenze sono state considerate
significative per P<0.05 e le tendenze per 0.05 <P<0.10.

RISULTATI

Performance di crescita

I risultati delle performance di crescita sono riportati nella Tabella 1. Nel periodo
0-14 giorni, prima dell’infezione con E. maxima e C. perfringens, non sono state
osservate differenze nei parametri di crescita dei gruppi. Dal giorno 14 al giorno
28, durante ed immediatamente dopo il challenge, tutti i gruppi trattati hanno
mostrato una crescita migliore con valori di accrescimento ponderale piu alti (in
media +95 g / animale) e indici di conversione piu bassi (in media -0.15) rispetto
al gruppo di controllo (P<0.01). Anche nel periodo 28-36 giorni ¢ stata osservata
una tendenza a ridotti indici di conversione rispetto al controllo per i gruppi
BMD, TRT1 e TRT2 (P=0.10). Complessivamente (giorni 0-42), il gruppo TRT2
ha mostrato il piu alto accrescimento ponderale rispetto al gruppo CTR (+129 g/
animale) seppur solo numericamente (P=0.17), mentre gli indici di conversione
sono stati ridotti rispetto al controllo in particolare nei gruppi TRT2 e BMD (-0.16
entrambi) seguiti dai gruppi TRT1 e AMP (-0.11 entrambi).

Mortalita, lesioni intestinali ed eliminazione fecale di Eimeria

In Tabella 2 sono presentati i risultati della mortalita, delle lesioni intestinali
e dell’eliminazione fecale di Eimeria. Tutti i trattamenti hanno ridotto
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significativamente la mortalita totale rispetto al controllo (P<0.0001), mentre il
tasso di mortalita da enterite necrotica ¢ stato ridotto soprattutto da TRT2, TRT1
e BMD ma solo parzialmente da AMP (P<0.0001). Rispetto al gruppo CTR, le
lesioni intestinali da enterite necrotica sono state ridotte in particolare nei gruppi
AMP e TRT2, mentre i gruppi BMD e TRT1 hanno mostrato valori intermedi
(P=0.003). Per quanto riguarda I’eliminazione di Eimeria nelle feci, non sono
state rilevate oocisti di E. acervulina ed E. tenella in nessun campione. I livelli di
E. maxima sono stati ridotti significativamente rispetto al controllo soltanto nel
gruppo TRT2 (P<0.01).

DISCUSSIONE

Questo studio si prefiggeva 1’obiettivo di valutare I’effetto di miscele
microincapsulate di sostanze aromatizzanti a confronto con trattamenti
farmacologici convenzionali in vivo in un modello di enterite necrotica. Al
fine di riprodurre una condizione tipica della realta di campo caratterizzata da
coccidiosi come fattore predisponente la proliferazione di C. perfringens, gli
animali sono stati sottoposti a vaccinazione per coccidiosi con un vaccino multi-
specie (Coccivac®-B52) al giorno 0, successivamente infettati con una singola
dose di E. maxima al giorno 14 ¢ infine sottoposti ad infezione C. perfringens
per 3 giorni consecutivi 19, 20 e 21. E stato utilizzato un ceppo di campo di C.
perfringens di tipo G (alpha toxin e netB toxin positivo) ossia uno dei tossino-
tipi di C. perfringens, assieme al tipo A e al tipo C, maggiormente di interesse
per ’industria avicola in quanto associati alle principali patologie enteriche (Abd
El-Hack et al., 2022). Tutti gli animali in prova sono stati sottoposti al challenge
in modo da simulare un focolaio di enterite necrotica attorno alla seconda-terza
settimana di crescita e valutare 1’eventuale effetto protettivo di trattamenti
alimentari somministrati in continuo nella dieta dall’inizio alla fine del ciclo.
Come trattamenti farmacologici convenzionali sono stati testati Bacitracina e
Amprolium, ossia rispettivamente un antibiotico anti-clostridico e un chimico
anti-coccidico. Tutti i trattamenti alimentari, sia i farmaci sia i prodotti incapsulati
a base di sostanze aromatizzanti e acidi organici, hanno permesso di migliorare
le performance di crescita rispetto al controllo in particolare durante il challenge
e nel periodo immediatamente successivo al challenge. Questo effetto protettivo
sulla crescita degli animali € stato mantenuto anche alla fine della prova al giorno
42 e complessivamente durante tutto il ciclo, quando i migliori valori di indice
di conversione sono stati osservati con la combinazione di prodotti incapsulati in
modo analogo a Bacitracina. Questo risultato macroscopico puo essere spiegato
dall’azione benefica dei trattamenti a livello intestinale, come indicato dalle ridotte
lesioni intestinali da C. perfringens e dalla conseguente ridotta mortalita da enterite
necrotica. Inoltre, i prodotti incapsulati, in particolare la loro combinazione, sono
stati gli unici a ridurre anche I’eliminazione fecale di E. maxima, a conferma
dell’azione anticoccidica di queste miscele vegetali gia dimostrata in precedenti
studi in vitro e in vivo (Felici et al., 2020, Tugnoli et al., 2021).

CONCLUSIONI
Questo studio ha dimostrato che in un modello di enterite necrotica di polli da
carne causata da Eimeria ¢ Clostridium perfringens 1’integrazione alimentare
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con miscele microincapsulate di sostanze aromatizzanti e acidi organici puo
migliorare le performance di crescita e ridurre le lesioni intestinali in modo
analogo a trattamenti farmacologici convenzionali.
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Tabella 1 - Performance di crescita

Gruppo  Gruppo  Gruppo  Gruppo  Gruppo

CTR AMP BMD TRT1 TRT2 s

Fase: giorno 0-14

Ingestione di alimento (kg/box) 15.60 16.82 16.13 15.79 16.02 0.15

Incremento ponderale (kg/capo) 0.275 0.302 0.289 0.284 0.283 0.19

ICA* 1.143 1.127 1.134 1.132 1.137 0.93
Fase: giorno 14-28

Ingestione di alimento (kg/box) 66.01 68.30 64.33 66.27 66.53 0.25

Incremento ponderale (kg/capo) 0.864° 0.955° 0.954° 0.957° 0.965° 0.002

ICA* 1.637¢ 1.545° 1.451° 1.472¢ 1.457¢ <0.0001
Fase: giorno 28-36

Ingestione di alimento (kg/box) 63.53 61.82 62.54 62.77 62.90 0.82

Incremento ponderale (kg/capo) 0.574 0.571 0.609 0.569 0.590 0.73

ICA* 2.582 2452 2.287 2.348 2.340 0.10
Fase: giorno 36-42

Ingestione di alimento (kg/box) 46.42 45.40 45.47 46.28 48.64 0.13

Incremento ponderale (kg/capo) 0.592 0.558 0.554 0.543 0.597 0.42

ICA* 1.819 1.816 1.813 1.892 1.782 0.41
Totale: giorno 0-42

Ingestione di alimento (kg/box) 191.56 192.33 188.46 191.10 194.08 0.69

Incremento ponderale (kg/capo) 2.305 2.386 2.407 2.351 2.434 0.17

ICA* 1.843% 1.729° 1.679° 1.732° 1.679° <0.0001

CTR = dieta standard; AMP = dieta standard + Amprolium a 100 ppm; BMD = dieta standard +
Bacitracina a 55 ppm; TRT1 = dieta standard + Prototipo 1 a 400 g/ton; TRT2 = dieta standard
+ Prototipo 1 a 400 g/ton + Prototipo 2 a 500 g/ton.

* Indice di Conversione Alimentare, aggiustato sulla base della mortalita.

abe Per ciascun parametro lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (P<0.05).

Tabella 2 — Mortalita, lesioni intestinali ed eliminazione fecale di Eimeria

Gruppo Gruppo Gruppo Gruppo Gruppo

CTR AMP BMD TRT1 TRT2 s

Mortalita

totale (%) 7.45¢ 4.26° 3.64° 3.41° 1.91° <0.0001

da enterite necrotica (%) 3.6 1.6 0.2 0.4 0° <0.0001
Lesioni enterite necrotica (*) 0.63° 0.13% 0.33% 0.30® 0.27° 0.003
Oocisti per grammo (OPG) di feci

E. acervulina 0 0 0 0 0 -

E. maxima 13755 10083¢ 18995¢ 6459 4221° 0.0004

E. tenella 0 0 0 0 0 -

CTR = dieta standard; AMP = dieta standard + Amprolium a 100 ppm; BMD = dieta standard
+ Bacitracina a 55 ppm; TRT1 = dieta standard + Prototipo 1 a 400 g/ton; TRT2 = dieta
standard + Prototipo 1 a 400 g/ton + Prototipo 2 a 500 g/ton.

abe Per ciascun parametro lettere diverse indicano differenze statisticamente significative (P<0.05).
* Score lesioni da 0 a 3 (punteggio 0 per intestino normale, 1 per intestino con perdita di tono

e lieve strato di muco, 2 per intestino con severa enterite necrotizzante e 3 per intestino con
estrema enterite necrotizzante e presenza di sangue nel lume).
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Summary

Necrotic enteritis causes economic losses estimated to be up to 6 billion US dollars
per year. Clinical and sub-clinical infections in poultry are also both correlated with
decreased growth and feed efficiency. Moreover, in a context of increased antibiotic
resistance, feed additives with enhanced antimicrobial properties are a useful and in-
creasingly needed strategy. In this study, the protective effects of a blend of thymol
and organic acids against the effects of Clostridium perfringens type A (CP) on chick-
en intestinal epithelial cells were investigated and compared to bacitracin, a widely
used antibiotic in poultry production. Primary chicken intestinal epithelial cells were
challenged with CP for a total time of 3h to assess the beneficial effect of two doses
of a botanicals and organic acids containing blend, and compare them with bacitracin.
During the challenge different parameters were recorded, such as transepithelial elec-
trical resistance, cell viability, mRNA expression, and reactive oxygen species produc-
tion. CP induced inflammation with cytokine production and loss of epithelial barrier
integrity. It was also able to induce reactive oxygen species production and increase the
caspase expression leading to cellular death. The high dose of the blend acted similarly
to bacitracin, preventing the disruptive effects of CP and inducing also an increase in
zonula occludens-1 mRNA expression. The low dose only partially prevented the dis-
ruptive effects of CP but successfully reduced the associated inflammation. This study
shows that the usage of thymol combined with two organic acids can protect primary
chicken intestinal epithelial cells from CP-induced damages creating a valid candidate
to substitute or adjuvate the antibiotic treatment against necrotic enteritis.

INTRODUZIONE

L’industria avicola ¢ affetta da una varieta di agenti patogeni come Salmonella spp.
[1], Eimeria spp.[2], Clostridium spp.[3] e molti altri, che sono associati a elevate
perdite economiche dovute all’aumento dei tassi di morbilita/mortalita e costi elevati
per le strategie di controllo [4]. L’enterite necrotica (NE), provoca perdite economiche
stimate fino a 6 miliardi di dollari all’anno [5] ed ¢ una delle malattie ad alto impatto
economico pit comuni negli allevamenti. [’agente eziologico della NE ¢ il Clostri-
dium perfringens (CP), un batterio Gram-positivo, anaerobico, sporigeno, a forma di
bastoncello [3,6]. I tipi di CP A, C e G sono di particolare interesse per I’industria
avicola perché sono stati associati a malattie nel pollame. Dei sette tipi di CP noti, sia
A che G sono i principali agenti causativi di NE [7].

In passato, le malattie intestinali del pollo sono state studiate su modelli cellulari alter-
nativi come fibroblasti, epatociti o cellule di altro tipo [8,9]. Pochi studi riportano gli
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effetti di agenti patogeni o inflammazioni direttamente sulle cellule epiteliali intestinali
di pollo (cIEC) in vitro [10-13], ma nessuno ha riportato un’indagine dettagliata sui
diversi parametri cellulari coinvolti nell’integrita e nell’inflammazione della barriera
intestinale. Inoltre, I’uso improprio di antibiotici nelle produzioni animali aggrava il
problema dell’antibiotico-resistenza, contribuendo alla perdita di efficacia dei tratta-
menti antibiotici contro NE e accresce la necessita di trovare soluzioni alternative. In
precedenza, Giovagnoni et al. (2019) [14], hanno studiato se gli acidi organici (OA)
e 1 composti naturali identici che si trovano comunemente negli additivi per mangimi
potessero essere usati come molecole alternative o adiuvanti insieme agli antibiotici
convenzionali contro il CP [14]. Partendo da questo studio, ¢ stata creata una misce-
la per combinare il potere antimicrobico degli OA con le proprieta antimicrobiche
e antinflammatorie di sostanze aromatizzanti per contrastare gli effetti dell’enterite
necrotica nel pollo.

Questo studio mirava a sviluppare e ottimizzare un modello di challenge in vitro per
studiare gli effetti del CP sulle cIEC e per aiutare a caratterizzare gli effetti benefici e
protettivi di alte e basse dosi di una miscela di sostanze aromatizzanti e OA che potreb-
bero essere usate come alternativa o adiuvante alla bacitracina, in futuro.

MATERIALI E METODI

Sostanze chimiche e reagenti

La miscela di sostanze aromatizzanti e acidi organici ¢ stata testata a due diverse
concentrazioni: una dose elevata (H-BLEND) corrispondente a 1300 ppm totali e
una dose bassa (L-BLEND) corrispondente a 650 ppm totali.

Generazione del monolayer di enterociti di pollo

Il monolayer di enterociti ¢ stato generato con il protocollo gia pubblicato dal nostro
gruppo nel 2021 [15].

Valutazione dell effetto del challenge batterico

11 ceppo batterico utilizzato in questo studio era L’ATCC 13124 Clostridium perfrin-
gens tipo A (CP).

Il batterio ¢ stato coltivato in terreno RCM a 37°C in condizioni anaerobiche. Per tut-
ti i saggi ¢ stato utilizzato come inoculo iniziale 5x10° CFU/mL, come raccomandato
dal Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Per valutare ’effetto del challenge batterico sulle cIEC sono stati utilizzati quattro
diversi terreni di coltura cellulare:

(1) Terreno di coltura senza penicillina/streptomicina come controllo negativo
(gruppo CTR);

(2) Terreno di coltura senza penicillina/streptomicina contenente CP in fase
esponenziale ad una concentrazione di 5x10° CFU/mL (gruppo CP);

(3) Terreno di coltura senza penicillina/streptomicina contenente 5x10° CFU/
mL CP in fase esponenziale e bacitracina 2ppm (Cat. # B0125 - Sigma-Al-
drich, St. Louis, Missouri, USA - gruppo BAC), utilizzato come controllo
battericida;

(4) Terreno di crescita senza penicillina/streptomicina contenente 5x10° CFU/
mL CP in fase esponenziale e H-BLEND (gruppo H-BLEND);

(5) Terreno di coltura senza penicillina/streptomicina contenente 5x10° CFU/
mL CP in fase esponenziale e L-BLEND (gruppo L-BLEND);

clEC primarie sono state quindi utilizzate per effettuare le analisi riportate di seguito:
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a. Integrita del monostrato: le cIEC sono state coltivate per 7 giorni prima del
challenge a 37°C e 5% di CO2 su inserti Transwell coated con Matigel.
Il giorno prima del challenge le cellule sono state adattate durante la not-
te alle condizioni anaerobiche (100% CO2) a 37°C. L’anaerobiosi ¢ stata
generata in giare con AnaeroGen gas pack (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, Massachusetts, USA). Il giorno 8, ¢ stata misurata la resistenza elet-
trica trans-epiteliale (TEER) per verificare 1’integrita del monostrato dopo
I’adattamento in anaerobiosi, quindi le cellule sono state lavate tre volte
con soluzione tampone fosfato per rimuovere la penicillina/streptomicina
contenuta nel normale mezzo di crescita. Dopo la misurazione della TEER
e 1lavaggi, ¢ stato eseguito un cambio di mezzo per indurre il challenge, in
base ai cinque terreni di coltura (n=6 per ciascun mezzo) elencati all’inizio
del paragrafo corrente. Durante il challenge, le cellule sono state mantenu-
te a 37°C e al 100% di CO2 in una giara con un AnaeroGen gas pack. La
TEER ¢ stata misurata 1,5 ore e 3 ore dopo I’inizio della prova. Alla fine
del challenge, le cellule sono state raccolte dai filtri per le analisi qPCR.

b. Saggi di vitalitd e produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS): le
cIEC sono state coltivate per 3 giorni prima del challenge a 37°C ¢ 5% di
CO2 su una piastra da 96 pozzetti coated con Matrigel. Quindi sono state
adattate durante la notte a condizioni anaerobiche (100% CO2) a 37°C ¢
il giorno 4 sono state usate come descritto per la valutazione dell’integrita
del monostrato (n=6 per ciascun mezzo). Durante la prova, le cellule sono
state mantenute a 37°C e al 100% di CO2 in una giara con un AnaeroGen
gas pack. La vitalita ¢ stata valutata con il kit Prestoblue (Thermo Fisher
Scientific) dopo 1,5 ore e 3 ore dall’inizio del challenge e il test di produ-
zione di ROS CellRox DeepRed (Thermo Fisher Scientific) ¢ stato esegui-
to solo dopo 1,5 ore a causa del forte effetto citotossico del CP che avrebbe
interferito con il corretto rilevamento dei ROS se misurato dopo 3h.

Caratterizzazione e valutazione dell espressione genica di marcatori di infiam-
mazione e apoptosi

L’RNA totale ¢ stato estratto utilizzando il kit Nucleospin® RNA (Macherey-Na-
gel) come descritto dal produttore. Dopodiché I’RNA estratto ¢ stato quantificato
tramite spettrofotometria (WDrop™ Varioskan Lux, Thermo-Scientific) e 500 ng
sono stati poi retro-trascritti a cDNA utilizzando il kit iScript™ cDNA Synthesis
Kit (Bio-Rad Laboratories), come da specifiche del produttore. La qPCR ¢ stata
eseguita utilizzando iTaq Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laborato-
ries) e i primers dei vari geni sono stati utilizzati ad una concentrazione di 500
nM. Il ciclo di amplificazione prevedeva 5 minuti a 95°C, poi 40 cicli composti
da 5 secondi a 95°C e 30 secondi a 60°C. L’elenco dei primers utilizzati ¢ ripor-
tato in tabella 1 (Tab 1). I risultati sono stati espressi utilizzando il metodo del
AACt [16].
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Lunghezza
Gene Sequenza primers (5°-> 3°) prodotto Accession N.

(bp)

F: TCTGCACAGTGAGGTTGGCT
Zonula occludens-1 R: GGCTGTCCTGCATCGGTGT 145 XM 004934975

2
ig Occludina-1 EZ_ iggéggfgfgégfgéggﬁﬁ} 153 NM_204417
z :
T e DICOOTGOTGOIONTICOC g
: 6 R ACCTIGOGCAGGTTGAGGTT % NM 20428
: I8 GCTIGGCOTCAGCTTCACATC 124 NML20s#9m1
NP GTreamcocaGeTiocs 10 NMA20sido
NOS [ GToTacAaGecGGAATCTIIT % NML204961
'é Toll-like receptor 4 E:: ggg%%gi%%@rgﬁggggzgg 129 NM 001030693
£
S copein B CIOTGCOMICICCOACCCE s xat oo
5
| PTOCICACROCT o
Z R TracTeagTecccaceert | M8 NML20si

Tabella 1: Sequenze primers utilizzate per la caratterizzazione biomolecolare. IL=in-
terleuchina; INFy=interferon-gamma; MAPK=proteina chinasi attivata dal mitoge-
no; iNOS=Ossido nitrico sintasi inducibile; TLR4=Toll-like receptor 4; RPLPO=
proteina ribosomiale acida 60S PO.
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RISULTATI
La Figura 1 riporta i valori di TEER misurati a 1,5 e 3 ore dopo I’infezione.
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Figura 1: Percentuale di resistenza elettrica trans-epiteliale relativa dopo 1,5 e 3 ore
di challenge con C. perfringens — CTR = Controllo; CP = C. perfringens 5x105 CFU/
mL; BAC = bacitracina 2 ppm; H-BLEND = 1300ppm totali; L-BLEND = 650ppm
totali - Media con SEM (n=6). Lettere diverse rappresentano differenze significative
(p <0,05); (2-way ANOVA Tukey’s multiple comparisons).

CP ha mostrato un forte effetto sulla barriera epiteliale, considerando che ¢ stato in
grado di distruggere completamente il monostrato cellulare dopo 3 ore. La bacitra-
cina utilizzata come controllo battericida, ha impedito la diminuzione della TEER
che ¢ rimasta simile al controllo in entrambe le rilevazioni. L’H-BLEND ha protetto
le cellule dall’azione di CP in modo simile all’antibiotico, mentre I’L-BLEND ha
parzialmente fallito con un calo TEER del 50% dopo 3 ore. Questo risultato ¢ stato
confermato anche dal test di vitalita, riportato in Figura 2, che ha mostrato una ri-
duzione della vitalita cellulare, nel gruppo con CP, del 13% dopo 1,5 ore e del 37%
dopo 3 ore.
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Figura 2: Vitalita cellulare dopo 1,5 h e 3 h di challenge con C. perfringens —
CTR = controllo; CP = C. perfringens 5x105 CFU/mL; BAC = bacitracina 2 ppm;
H-BLEND = 1300ppm totali; L-BLEND = 650ppm totali - Media con SEM (n=6).
Lettere diverse rappresentano differenze significative (p < 0,05); (2-way ANOVA
Tukey’s multiple comparisons).

Bacitracina e H-BLEND hanno impedito la morte cellulare mantenendo valori di vi-
talita cellulare piu elevati. L-BLEND ha registrato una riduzione della vitalita vicino
al 26% dopo 3 ore.

La Figura 3 riporta gli effetti del CP sulla produzione di ROS che mostrano un au-
mento di 20 volte della produzione di ROS nel gruppo con challenge, rispetto al
controllo, gia dopo 1,5 ore. I livelli di ROS sono stati ridotti di 4 volte dal blend alla
concentrazione maggiore (H-BLEND) e bacitracina e solo 2 volte dal blend a con-
centrazione minore (L-BLEND).

Mean with SEM
n=6 - p<0.0001

20

154

ROS level

104

Figura 3: Produzione di ROS dopo 1,5 ore di challenge con C. perfringens. Il saggio
di produzione di specie reattive dell’ossigeno ¢ stato eseguito solo dopo 1,5h a causa
del forte effetto citotossico di CP che interferisce con la corretta rilevazione dei ROS
— CTR = Controllo; CP = C. perfringens 5x105 CFU/mL; BAC = bacitracina 2 ppm;
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H-BLEND = 1300ppm totali; L-BLEND = 650ppm totali - Media con SEM (n=0).
Lettere diverse rappresentano differenze significative (p < 0,0001); (Kruskal-Wallis
test multiple comparisons).

Nella Figura 4 sono riportati i risultati della qPCR. CP ha ridotto I’espressione di
Zonula occludens-1 (ZO1) e claudina-1 (CLDN1) e ha aumentato significativamente
I’espressione delle citochine pro-infiammatorie: IL1[3 (2 volte superiore), IL6 (25
volte superiore), IL8 (60 volte superiore) e INFy (5 volte superiore). La miscela ad
entrambe le dosi ha ridotto significativamente 1’espressione di IL1f, IL6 e ILS. L’H-
BLEND ¢ riuscito a ridurre INFy e aumentare ’espressione di ZO1 rispetto al con-
trollo. La dose minore ¢ stata inefficace contro I’aumento dell’espressione di INFy e
la riduzione dell’espressione di ZO1 e CLND1.
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Figura 4: Espressione genica dopo 3 ore di challenge con C. perfringens - CTR
= Controllo; CP = C. perfringens 5x105 CFU/mL; BAC = bacitracina 2 ppm;
H-BLEND = 1300ppm totali; L-BLEND = 650ppm totali - INFg = Interferone v;
701 = Zonula occlude 1; OCCL = Occludina; CLDN1 = Claudinl; MAPK = protein
chinasi attivata dal mitogeno; iNOS = ossido nitrico sintasi inducibile; TLR4 = re-
cettore toll-like 4; CASP1 = caspasi 1; CASP3 = caspasi 3; - Media con SEM (n=6).
Lettere diverse rappresentano differenze significative (p < 0,05); (one-way ANOVA
Tukey’s multiple comparisons).
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Inoltre, i livelli della ossido-nitrico-sintasi inducibile (iNOS), del toll-like receptor
4 (TLR4), caspasi-1 (CASP1) e caspasi-3 (CASP3) erano numericamente aumen-
tati nelle cellule sottoposte a challenge con CP, rispetto a quelle di controllo (grup-
po di controllo negativo e bacitracina). L'H-BLEND ¢ riuscito a ridurre i livelli di
questi marcatori molecolari riportandoli ai livelli del controllo.

DISCUSSIONE

L’industria avicola ¢ colpita da diversi agenti patogeni e problemi che causano
perdite di miliardi di dollari USA ogni anno [17] . Gli allevatori sono costante-
mente alla ricerca di modi per migliorare la produttivita e ridurre I’impatto di varie
malattie. I1 CP ¢ I’agente eziologico collegato all’enterite necrotica nel pollo e le
prime fasi di NE sono associate a forti reazioni infiammatorie a livello intestinale
[6]. Per trovare additivi per mangimi che possano agire contro queste patologie,
¢ necessario sviluppare un modello standardizzato in vitro che consenta uno stu-
dio approfondito dei meccanismi patologici legati alla patogenesi del CP. Questo
studio mirava a sviluppare e ottimizzare un modello di challenge in vitro per stu-
diare gli effetti sulle cIEC del CP e per testare gli effetti protettivi di una miscela
composta da sostanze aromatizzanti e acidi organici come alternativa o adiuvante
a un antibiotico comunemente usato nelle produzioni avicole. In particolare, 1’H-
BLEND conteneva una concentrazione inibitoria di OA per confrontare la miscela
con la bacitracina. Invece, L-BLEND conteneva una concentrazione sub-inibitoria
dei composti per testare un possibile effetto sinergico contro gli effetti indotti da
CP sulle cellule.

Per studiare gli effetti di un challenge indotto da CP sulle cellule epiteliali, le
cIEC sono state coltivate su inserti Transwell per imitare la barriera intestinale.
Il CP ha ridotto i valori TEER fino al 50-80% rispetto al controllo, indicando un
effetto distruttivo sulla barriera epiteliale. CP ha fortemente influenzato 1’espres-
sione dell’mRNA di ZO1, OCCL e CLDNI1. La miscela testata di OA e sostanze
aromatizzanti alla dose piu alta ¢ riuscita a proteggere la barriera intestinale pre-
venendo il calo della TEER in modo similare all’antibiotico. E interessante notare
che ’H-BLEND ha anche aumentato ’espressione dell’'mRNA di ZO1 agendo
come agente protettivo e rinforzante. La bacitracina utilizzato alla sua minima
concentrazione inibente, invece, ha impedito la caduta di TEER ma senza indur-
re un aumento dell’espressione dell’mRNA di ZO1. L-BLEND ha protetto solo
parzialmente dalla caduta TEER senza purtroppo essere in grado di aumentare
I’espressione di mRNA di ZOl1.

L’ATCC 13124 C. perfringens tipo A utilizzato in questo studio produce alfa tos-
sina (CPA) e perfringolisina-o (PFOA). PFOA e CPA sono due tossine che hanno
una forte attivita pore-forming. Il PFOA agisce sul colesterolo creando buchi nelle
membrane contenenti colesterolo [18].

La CPA agisce principalmente sui fosfolipidi come la fosfatidilcolina e puo at-
tivare la caspasi-3 causando la morte cellulare [19], e la cascata inflammatoria
MEK1/2, ERK1/2 correlato all’attivazione di NF-«B [20].

Monturiol-Gross e colleghi (2012) riportano che la CPA provoca stress ossidativo
e attivazione della via MEK/ERK [21]. Inoltre, le vie MEK1/2 ed ERK1/2 sono
antagonizzate dai terpeni e ricoprono un ruolo importante nella generazione di IL8
come riportato da Wang et al., (2006) [22]. Inoltre, in questo studio, ¢ stata osser-
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vata ’attivazione di MAPK (ERK?2), che si ritiene stabilizzi ’'mRNA di IL8 ed ¢
associato alla generazione di ROS [20]. La miscela utilizzata in questo studio ha
evidenziato una generazione di ROS fortemente ridotta grazie alle capacita antios-
sidanti delle sostanze aromatizzanti e all’attivazione della via Nrf2 da parte degli
acidi organici [23].

Recentemente Takehara et al. (2021), hanno ipotizzato che CPA e PFOA potrebbe-
ro attivare il TLR4 sulle cellule intestinali [25]. Questo risultato € stato osservato
anche in questo studio dall’espressione qPCR di TLR4. L attivazione di TLR4
potrebbe anche essere correlata a un aumento dell’espressione di IL6, IL8 e IL1J
attraverso la via Nf-kB [26]. La miscela utilizzata in questo studio ¢ riuscita a
ridurre fortemente I’effetto di CP su quelle tre citochine ad entrambi i dosaggi.
E interessante notare che anche la L-BLEND che contiene concentrazioni sub-i-
nibenti dei composti ¢ riuscita a ridurre I’espressione dell’'mRNA delle citochine
pro-infiammatorie. Cio indica forti proprieta antinflammatorie della miscela anche
a concentrazioni sub-inibenti.

CONCLUSIONI

Insieme agli acidi organici utilizzati, le sostanze aromatizzanti formano una misce-
la che ha un forte potere antimicrobico contro il C. perfringens, riducendo la carica
batterica, proteggendo cosi dall’infiammazione e dallo stress ossidativo causati dal
challenge. Inoltre, la miscela testata ha mostrato effetti antinfiammatori a concen-
trazione sub-inibitoria, ma senza proteggere completamente la barriera epiteliale.
Questi risultati potrebbero essere un interessante punto di partenza per un futuro
test degli effetti di questa miscela in vivo e candidarla come possibile alternativa
alla bacitracina nella produzione del pollame da carne.
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Summary

The objective of the present research activity was to compare the efficacy of the
supplementation of an emulsifier in broiler chicken diets on microbiome of intestinal
tract of broiler. A total of 1,000 1-day-old male chicks Ross 308, obtained from the
same hatching session, housed at a stocking density of 10 chicks/m? for a total of
25 birds per pen, has been divided in four experimental groups (250 bird/group):
CON=Control; CBX1= Citrobex® 100 g/quintal water during starter phase from
0 to 14 days of age; CBX2= Citrobex® 100 g/quintal water during grower phase
from 15 to 28 days of age and CBX3= Citrobex® 100 g/quintal water during finisher
phase from 28 to 42 days of age. A total of 70 caecal content were collected at
21 and 42 days of age and shotgun metagenomic sequencing was performed using
the NextSeq500 (Illumina) 2x150 bp in paired-end mode. The scaffold produced by
each sequencing sample was uploaded on MG-RAST web tool that was adopted to
detect functional genes based on KEEG Orthology (KO) level 3. The bioinformatic
tool MetaphlAn3 was implemented to profile the composition of the microbial
communities that was evaluated at the different taxonomic level including phylum,
class, order, family, genus and species. For both taxonomic levels and functional
genes, the relative frequency of abundance was computed and the two-sided
Welch’s t-test was applied in order to highlight statistically significant differences
in terms of taxa abundance and gene function. The results of microbiota analysis
showed an increase of microbial diversity in the treated groups and in particular in
the CBX3 group confirming a positive impact of the treatment in order to prevent
gastrointestinal dysbiosis. In particular Lachnoclostridium genera increased in the
caeca of broiler of CBX3 group and that play an important role in the production of
butyrate which is the preferred energy source for the gut epithelial cells. Moreover,
the significant increase of Lactobacillus gallinarum in the treated group (CBXI1,
CBX2 and CBX3) and Lactobacillus crispatus in CBX2 in comparison with CON
group can impact on health of animal. From metabolic point of view the statistically
increase of cobalt/nickel transport system and antibiotic transport system ATP-
binding protein in CBX2 and CBX3 groups in comparison with CON group
represented an important transmembrane transport of a diverse array of substrates
including drugs, sugars, ions, amino acids and proteins and that could be associated
to the increase of lachnoclostridium more abundant in the treated groups. Finally,
the significant increase of DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 in the CBX2 and
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CBX3 groups in comparison with CON group play a relevant role to prevent in
the modification of DNA by methylation that commonly occurs in prokaryotes, as
‘immune responses’ to phage infection.

INTRODUZIONE

La carne di pollame ¢ un alimento molto popolare, molto versatile che viene
consumato in grandi quantita rispetto ad altre carni. La sua produzione, tuttavia,
richiede una ottimale gestione dell’allevamento per ridurre le patologie e
minimizzare i costi. In passato I’impiego di antibiotici, come promotori della crescita,
rappresentava lo strumento piu efficace per raggiungere gli obiettivi di una elevata
redditivita delle produzioni avicole. A partire dal 2006 1’impiego degli antibiotici
quali promotori di crescita ¢ stato vietato anche in considerazione della crescente
incidenza della resistenza agli antibiotici, considerata una delle maggiori minacce
per la salute pubblica a livello globale. Cio ha portato a ricercare possibili sostituti, i
quali modulando il microbiota intestinale in modo benefico e “naturale” permettano
di migliorare la salute degli animali garantendo ottimali livelli produttivi.

Tra 1 diversi composti indagati un elevato interesse ha riguardato 1’impiego di
probiotici (De Cesare et al., 2017; Qiu et al., 2022) come pure 1’utilizzo di composti
bioattivi naturali di origine vegetale, in particolare gli acidi fenolici, i flavonoidi e
i terpenoidi (EO), per le loro proprieta multifunzionali e il potenziale nutraceutico
(Segneanu et al., 2017; Djenane, 2015). Tali composti naturali possiedono
proprieta antitumorali e forniscono vari effetti benefici per la salute tra cui attivita
antinfiammatorie, antiossidanti e antimicrobiche (Degirmenci & Erkurt 2020). Sono
anche usati per proteggere gli alimenti da agenti patogeni e batteri che alterano
il cibo (Burt, 2004), dall’irrancidimento, dallo scolorimento o dal deterioramento
dovuto all’autoossidazione (Hashemi et al. 2016).

In commercio sono attualmente disponibili estratti vegetali da Citrus aurantium,
noto come arancia amara, un albero che appartiene all’ordine dei Geraniales ¢ alla
famiglia delle Rutaceae. I principali costituenti biologici attivi presenti nel Citrus
aurantium sono i flavonoidi, in particolare 1’esperidina, la naringina e gli alcaloidi,
principalmente sinefrina, con effetti medici benefici sulla salute umana (Pellati et
al., 2002). L’estratto di Citrus aurantium ¢ stato usato nella medicina tradizionale
cinese per trattare la nausea, la stitichezza, il cancro, gli effetti cardiovascolari e
come sedativi (Suntar et al., 2018).

Nel settore animale 1’estratto etanolico di fogli di Citrus aurantium ¢ stato
efficacemente impiegato nel controllo della coccidiosi (Ishaq et al., 2022). L’azione
benefica si € ipotizzato possa essere legata ad una modulazione della microflora
intestinale che porterebbe ad una riduzione dell’eliminazione di oocisti. Tuttavia
ad oggi studi sulla modulazione della microflora intestinale nel broiler a seguito
dell’impiego di estratti di Citrus aurantium non sono disponibili nonostante il
significativo progresso delle tecniche analitiche basate sul sequenziamento che
consentono di ottenere un profilo completo includente anche specie microbiche non
coltivabili con i tradizionali sistemi analitici.

Obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di comparare 1’effetto dell’integrazione
nell’acqua da bere di un estratto vegetale, ottenuto da Citrus aurantium e
somministrato in differenti fasi dell’allevamento, sul microbiota e sulle funzioni
metaboliche del cieco del broiler utilizzando la tecnica dell’analisi metagenomica.
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MATERIALI E METODI

Un totale di 1.000 pulcini maschi di 1 giorno Ross 308, ottenuti dalla stessa
sessione di schiusa, e suddivisi omogeneamente in base al peso sono stati accasati
ad una densita di 10 pulcini/m? per un totale di 25 capi per box, e suddivisi
in quattro gruppi sperlmentah (250 capi /gruppo): CON=Controllo; CBX1=
Citrobex® 100 g/ql di acqua in fase di avviamento da 0 a 14 giorni di eta; CBX2=
Citrobex® 100 g/ql d’acqua durante la fase di accrescimento dai 15 ai 28 giorni
di eta e CBX3= Citrobex® 100 g/ql d’acqua durante la fase di ingrasso dai 28
ai 42 giorni di eta. Tutti i pulcini al momento della schiusa sono stati vaccinati
contro il virus della bronchite infettiva, della malattia di Marek, della malattia di
Newcastle e della malattia di Gumboro.

Campionamento

In totale 70 broiler appartenenti ai quattro differenti gruppi sperimentali CON
(n=20), CBX1(n=20) CBX2 (n=20) e CBX3 (n=10) sono stati sacrificati a 21
(30 animali) e 42 giorni (40 animali) di vita. Dopo abbattimento ¢ stato prelevato
asetticamente il contenuto del cieco di ciascun animale ed immediatamente
sottoposto a congelamento a -80°C fino al momento dell’analisi.

Estrazione del DNA

Il DNA ¢ stato estratto da ciascun campione utilizzando una procedura a base
di biglie come previsto dal kit QIAmp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Milano,
Italia). 11 DNA estratto da ciascun campione € stato quantificato utilizzando un
BioSpectrometer® (Eppendorf, Milano, Italia) per valutare la resa del DNA, in
termini di quantita e qualita.

Preparazione delle library e sequenziamento metagenomico

Il DNA totale di ciascun campione ¢ stato frammentato e contrassegnato con
indici di sequenziamento e adattatori utilizzando il Nextera XT DNA Library
Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA). Il sequenziamento metagenomico ¢
stato eseguito utilizzando NextSeq500 (Illumina) 2x150 bp in modalita paired-
end.

Analisi bioinformatiche delle sequenze

Il filtraggio e il taglio delle reads ottenute dal sequenziamento sono stati eseguiti
utilizzando il tool Adapter Removal. Le sequenze ottenute dopo filtraggio e taglio
sono state elaborate con la pipeline SOAPdenovo?2 al fine di eseguire il de novo
assembly adottando i parametri “-K 55 -p 26 -M 3 -F -u”. Lo scaffold prodotto da
ciascun campione di sequen21amento ¢ stato caricato sulla piattaforma MG-RAST
al fine di rilevare i geni funzionali utilizzando il KEEG Orthology database. Il
tool bioinformatico MetaphlAn3 ¢ stato implementato per ottenere il profilo
microbico dei singoli campioni comprendente phylum, classe, ordine, famiglia,
genere e specie.

Analisi statistica dei dati

Al fine di valutare la diversita del microbiota nei diversi gruppi sperimentali ¢
stato calcolato il valore alfa a adottando i modelli Shannon, Simpson e Fisher
mediante il tool Vegan. Sia per i livelli tassonomici che per i geni funzionali ¢
stata calcolata la frequenza relativa dell’abbondanza ed ¢ stato applicato il test
t di Welch a due code per evidenziare differenze statisticamente significative in
termini di abbondanza di taxa e geni funzionali.
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RISULTATI

Risultati relativi al microbiota

In termini generali i risultati relativi al microbiota cecale dei polli da carne sottoposti
a sperimentazione hanno mostrato scarse o nulle differenze statistiche a 21 giorni
di eta mentre rilevante differenze si sono osservate a 42 giorni di eta. In particolare
i risultati relativi ai diversi phylum batterici a 42 giorni di etd hanno evidenziato
un aumento statisticamente significativo dell’abundance relativa di Firmicutes in
tutti 1 gruppi trattati con Citrobex® rispetto al gruppo di controllo assieme ad una
riduzione significativa dei Bacteroidetes nel gruppo CBX3 (Figura 1).

Figura 1 — Confronto delle medie di abundance relativa dei phylum batterici rilevati
a livello cecale nei polli da carne dei diversi gruppi sperimentali a 42 giorni di eta.
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In termini di classi batteriche I’aumento dei Firmicutes a 42 giorni di eta nei
gruppi trattati era associato ad un aumento significativo di Clostridia nei gruppi
CBX2 (26,04%) e CBX3 (28,16%) rispetto al Controllo (17,01%) e di Firmicutes
unclassified nel gruppo CBX3 (15,74%) rispetto al gruppo di Controllo (6,40%).
Contestualmente la riduzione significativa dei Bacteroridetes era associata ad una
significativa riduzione della classe dei Bacteroidia nel gruppo CBX3 (46,58%)
rispetto a tutti gli altri gruppi (Figura 2).

Figura 2 — Confronto delle medie di abundance relativa delle classi batteriche rilevate
a livello cecale nei polli da carne dei diversi gruppi sperimentali a 42 giorni di eta.

- 80,00
= 60,00 "
]
= 40,00
]
o

20,00
w ’ —
o | 1] | —

~ 0/
& » o 4 &> 5 & S %
=] B 5 e , 8 & & &
2 & Wi g & 4 o & .8
2 & E & 3 3 @ & 3
& o0 -a & & 7 o

2 P ~ o o i Ry Y
< 5 K\ - r %
a R &
=

WCON mCBX1 CBX2 CBX3

L’analisi statistica dell’abundance relativa delle diverse famiglie batteriche ha
mostrato i seguenti risultati statisticamente significativi: 1) Lachnospiraceae piu
elevata nei gruppi CBX2 (9,21%) e CBX3 (10,67%) rispetto al Controllo (4,57%);
2) Lactobacillales piu elevata nel gruppo CBX2 (2,14%) rispetto agli altri gruppi
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sperimentali; 3) Firmicutes unclassified piu elevata nel gruppo CBX3 (15,74%)
rispetto al Controllo (6,40%); 4) Bacteroidaceae piu elevate nel gruppo CBX3
(0,66%) rispetto al Controllo (0,18%); 5) Rikenellaceae piu bassa nel gruppo CBX3
(45,19%) rispetto ad altri gruppi sperimentali (Figura 3).

Figura 3 — Confronto delle medie di abundance relativa delle famiglie batteriche rilevate
a livello cecale nei polli da carne dei diversi gruppi sperimentali a 42 giorni di eta
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In termini di diversita dei generi batterici rilevati il test dell’alpha diversity
condotto con 3 differenti modelli statistici ha confermato un aumento di diversita
nei gruppi trattati ed in articolare nel gruppo CBX3 rispetto al Controllo (Figura 4).

Figure 4 — Alpha diversity dei generi batterici rilevati a livello cecale nei polli da
carne dei diversi gruppi sperimentali a 42 giorni di eta.
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In termini di specie batteriche nel cieco dei polli a 42 giorni di eta i risultati
complessivi hanno mostrato le seguenti differenze statisticamente significative tra i
diversi gruppi sperimentali: 1) Lachnoclostridium sp An118, Lachnoclostridium sp
Anl131, Lachnoclostridium sp An138 e Lactobacillus gallinarum sono risultati piu
elevati nei gruppi trattati (CBX1, CBX2 e CBX3) rispetto al gruppo di Controllo;
2) Anaeromassilibacillus sp Anl172 ¢ risultato piu elevato in CBX2 (1,24%) e
CBX3 (0,45%) rispetto al gruppo di Controllo (0,07%); 3) Lactobacillus crispatus
¢ risultato piu elevato nel gruppo CBX2 (0,68%) rispetto al gruppo CON (0,19%);
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4) Pseudoflavonifractor sp Anl184, Bacteroides fragilis e Firmicutes CAG 94 sono
risultati piu elevati nel gruppo CBX3 (7,46%; 0,66%; 15,74) rispetto al gruppo
di Controllo (3,60%; 0,18%; 6,40); 5) Alistipes sp_ CHKCI003 e Gordonibacter
pamelaeae sono risultati inferiori nel gruppo CBX3 (45,19%; 0,06%) rispetto ad
altri gruppi sperimentali.

Risultati relativi ai geni funzionali

I risultati complessivi delle prime 40 vie metaboliche (livello 3) identificate sul
contenuto cecali dei polli da carne a 42 giorni di eta nei diversi gruppi sperimentali
hanno mostrato le seguenti differenze statisticamente significative: 1) riduzione del
metabolismo delle purine, della pirimidina, glicina, della serina e della treonina,
del gliossilato e del dicarbossilato, nei gruppi CBX2 e CBX3 rispetto ai gruppi di
Controllo e CBX1; 2) riduzione del metabolismo di alanina, aspartato e glutammato,
della fosforilazione ossidativa e della biosintesi dell’arginina nel gruppo CBX2
rispetto ai gruppi di Controllo e CBX1; 3) riduzione del metabolismo del butanoato
nel gruppo CBX3 rispetto al gruppo di controllo; 4) aumento del metabolismo degli
aminozuccheri, dei nucleotide sugar e della biogenesi mitocondriale, nei gruppi CBX2
e CBX3 rispetto al gruppo di Controllo; 5) Un aumento del ribosoma, DNA replication
proteins and Mismatch repair nel gruppo CBX2 rispetto al gruppo di Controllo; 6)
Aumento della biogenesi mitocondriale, del metabolismo della glicina, della serina e
della treonina, del DNA repair and recombination proteins nel gruppo CBX3 rispetto al
gruppo CBX1; 7) aumento del metabolismo di alanina, aspartato e glutammato e della
biosintesi dell’arginina nel gruppo CBX3 rispetto al gruppo CBX2 (Figura 5).

Figura 5 — Confronto della media dell’abundance relativa dei pathway metabolici

(livello 3) rilevati a livello cecale nei polli da carne dei diversi gruppi sperimentali
a 42 giorni di eta.
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I risultati complessivi relativi alle prime 40 funzioni metaboliche identificate sul
contenuto cecali dei polli da carne a 42 giorni di eta nei diversi gruppi sperimentali
hanno mostrato le seguenti differenze statisticamente significative: 1) riduzione del
formate C-acetyltransferase, aspartyl-tRNA synthetase and DNA polymerase III
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subunit alpha, Gram-positive type nel gruppo CBX1 rispetto al gruppo di Controllo; 2)
aumento del cobalt/nickel transport system ATP-binding protein, antibiotic transport
system ATP-binding protein, DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1 and ATP-
dependent DNA helicase RecG nel gruppo CBX2 rispetto al gruppo di Controllo; 3)
riduzione del phosphoribosyl formyl glycinamidine synthase, glutamine synthetase,
isoleucyl-tRNA synthetase, valyl-tRNA synthetase and dihydroxy-acid dehydratase
nel gruppo CBX2 rispetto al gruppo di Controllo; 4) un aumento cobalt/nickel
transport system ATP-binding protein, antibiotic transport system ATP-binding
protein, ATP-dependent Lon protease and DNA (cytosine-5)-methyltransferase
nel gruppo CBX3 rispetto al gruppo di Controllo; 5) un aumento type IV secretion
system protein VirD4 and polyribonucleotide nucleotidyltransferase nel gruppo
CBX3 rispetto al gruppo CBX1 6) un aumento del carbamoyl-phosphate synthase
large subunit, isoleucyl-tRNA synthetase and glutamate synthase (NADPH) small
chain nel gruppo CBX3 rispetto al gruppo CBX2 (Figura 6).

Figura 5 — Confronto della media dell’abundance relativa delle funzioni metaboliche
(livello 3) rilevate a livello cecale nei polli da carne dei diversi gruppi sperimentali
a 42 giorni di eta.
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In relazione ai risultati del microbiota, [’aumento della diversita microbica nei gruppi
trattati con Citrobex® ed in particolare nel gruppo CBX3 conferma I’impatto positivo
del trattamento al fine di prevenire la disbiosi gastrointestinale.

Laumento del batterio Firmicutes CAG94, Lachnospiraceae (famiglia) e
Lachnoclostridium (generi) nei gruppi trattati ed in particolare nel cieco dei polli da
carne del gruppo CBX3 gioca un ruolo importante nella produzione di butirrato che ¢ la
fonte di energia preferita per le cellule dell’epitelio intestinale. Questi batteri, infatti, sono
importanti degradatori di polisaccaridi complessi e produttori di acidi grassi a catena
corta (SCFA) (Gallausiaux et al., 2018).

L’aumento di Bacteroides nel gruppo CBX3 puo essere considerato un altro effetto
positivo del trattamento. Infatti, questi batteri sono noti per produrre propionato come
prodotto principale della degradazione dei polisaccaridi vegetali complessi (Rios-Covian
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et al., 2017). Sebbene il propionato sia una fonte di energia meno preferita del butirrato,
la sua produzione potrebbe rappresentare un equilibrio efficiente tra 1’acquisizione di
energia dai nutrienti disponibili e la crescita sostenuta dei polli da carne.

Anche I’aumento significativo di Anaeromassilibacillus sp. An200 e Pseudoflavonifractor
sp. An184 nel gruppo CBX3, puo essere associati ad un aumento della produzione di
propionato e butirrato come riportato da Jing e collaboratori (2022).

Importante ¢ I’aumento significativo di Lactobacillus gallinarum nei gruppi trattati
(CBX1, CBX2 ¢ CBX3) e Lactobacillus crispatus nel gruppo CBX2 rispetto al gruppo di
Controllo. Uno studio recente ha dimostrato che L. gallinarum ha aumentato I’abundance
di batteri probiotici intestinali e ridotto i potenziali patogeni intestinali (Sugimura et
al., 2021). Inoltre diversi ceppi di Lactobacillus, tra cui L. acidophilus, L. crispatus, L.
fermentum, L. gallinarum, L. johnsonii, L. plantarum e L. salivarius, si sono dimostrati
un’efficace alternativa agli antibiotici per il mantenimento della salute intestinale e della
capacita immunitaria dei polli da carne.

Infine anche la significativa riduzione di Alistipes sp. CHKCI003 nel gruppo CBX3
rispetto al gruppo di Controllo ¢ da considerarsi un effetto positivo del trattamento
con Citrobex®. Infatti questo microrganismo ¢ stato associato a patologie intestinali,
cardiovascolari r riduzione della risposta immunitaria (Parker et al., 2020). Recenti studi
di Jing e collaboratori (2022) hanno inoltre associato questa specie microbica al deposito
di grasso nel broiler fattore che compromette la redditivita delle produzioni avicole.
Relativamente alle funzioni metaboliche rilevate, la DNA (citosine-5)-metiltransferasi 1
gioca un ruolo rilevante nella metilazione del DNA fenomeno assai comune in organismi
diversi come batteri, piante € mammiferi. Nei procarioti, la metilazione dei residui di
citosina e adenina rappresenta una efficace “risposta immunitaria” all’infezione fagica.
Inoltre la metilazione dell’adenina nei procarioti ¢ anche coinvolta nella regolazione
dell’inizio della replicazione del DNA e nel correggere errori nella replicazione del
DNA (Kumar et al., 1994). Di conseguenza un significativo aumento di questa funzione
metabolica nei gruppi CBX2 e CBX3 rispetto al gruppo di Controllo costituisce
un aumento della risposta immunitaria e delle capacita di correzione degli errori di
replicazione del DNA cellulare.

I trasportatori ABC (ATP-binding cassette) sono presenti in tutti e tre i domini della vita
e mediano il trasporto transmembrana di una vasta gamma di substrati inclusi farmaci,
zuccheri, ioni, amminoacidi e proteine. Il significativo aumento del cobalt/nickel
transport system ATP-binding protein nei gruppi CBX2 e CBX3 rispetto al gruppo di
Controllo ¢ rilevante per la replicazione batterica dal momento che gli ioni nichel e
cobalto sono richiesti dai procarioti per essere incorporati in diversi enzimi coinvolti
nelle reazioni metaboliche centrali (Rodionov et al., 2006). Contestualmente 1’aumento
dell’antibiotic transport system ATP-binding protein nei gruppi CBX2 e CBX3 rispetto
al gruppo di Controllo puo essere associato all’attivita inibente batterica presentata dal
Citrobex® in prove in vitro (dati non riportati) probabilmente dipendente dall’azione
dei flavonoidi presenti nel prodotto. Infine il significativo aumento della proteasi Lon
ATP-dipendente nel gruppo CBX3 rispetto al gruppo di Controllo conferma I’effetto
positivo del trattamento con Citrobex®. Questa proteasi ¢ altamente conservata negli
archaea, negli eubatteri, nei mitocondri e nei perossisomi eucariotici. Studi di Lee &
Suzuki (2008) hanno dimostrato che Lon degrada selettivamente le proteine anormali
e regolatorie ¢ quindi svolge un ruolo significativo nel mantenimento della funzione e
dell’integrita batterica ¢ mitocondriale e piu in generale dell’omeostasi cellulare.
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CONCLUSIONI

La recente ricerca di modulatori del microbiota intestinale al fine di migliorare la salute
degli animali garantendo ottimali livelli produttivi ¢ rivolta all’impiego di composti
bioattivi naturali di origine vegetale, in particolare acidi fenolici, flavonoidi e terpenoidi
(EO). In questo studio si ¢ analizzato I’effetto di un estratto vegetale da Citrus aurantium,
commercializzato con il nome Citrobex® contenente diversi flavonoidi ed alcaloidi,
quali esperidina, naringina e sinefrina, i quali hanno gia dimostrato effetti beneﬁc1
sulla salute umana (Pellati et al., 2002). In questa ricerca il Citrobex® somministrato
nell’acqua da bere per due settimane continuativamente alla dose di 100g/ql in differenti
momenti del ciclo di vita del broiler ha dimostrato complessivamente un impatto positivo
sul microbiota cecale con un significativo incremento della diversita microbica ed in
particolare di generi e specie batteriche, appartenenti prevalentemente al phylum dei
Firmicutes. tutte produttrici di butirrati o propionati considerati metaboliti fondamentali
per una condizione ottimale dello sviluppo e integrita della mucosa intestinale ossia di
quello che viene definito come “gut health”. In particolare il trattamento effettuato a fine
ciclo ossia dal 28° giorno di vita fino alla macellazione ¢ quello che ha prodotto i risultati
migliori rispetto al gruppo di controllo. Tale effetto positivo ¢ stato confermato anche
dall’incremento dei geni funzionali associati ad una migliore risposta immunitaria (DNA
citosine-5-metiltransferasi 1), i trasportatori ABC (ATP-binding cassette) ¢ la proteasi
Lon ATP-dipendente associati al mantenimento della funzione e dell’integrita batterica
e mitocondriale, della replicazione batterica e piu in generale dell’omeostasi cellulare.
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Summary

From October 2021 to January 2022, different incursions of clade 2.3.4.4b HSN1 HPAIV
(Highly Pathogenic Avian Influenza Virus) occurred in several Italian regions with its
main diffusion in Densely Poultry Populated Areas (DPPAs) of northeastern Italy. Mon-
itoring and control activities applied in the affected area clearly evidenced that turkeys
and broilers were the most affected species, although several flocks of broilers at times
resolved HPAIV H5NI infection in absence of increased mortality and/or clinical signs.
Thus, an approach based on sampling dead birds was adopted in the broiler sector to im-
prove the early detection of infection; this protocol allowed us to confirm 15 farms being
HPALIV infected with birds ready to be delivered to the slaughterhouse. The aim of this
report is to describe the results of the diagnostic activities carried out in one HPATV H5N 1
infected broiler farm, three days after laboratory confirmation during the pre-movement
testing without showing increased mortality or clinical signs. Thus, clinical signs, daily
cumulative mortality rate (CMR), virus shedding, seroconversion, pathobiology of clade
2.3.4.4b HSN1 HPAIV as well as AIVs (Avian Influenza Viruses) environmental contam-
ination were thoroughly examined in the infected holding. Such in-depth investigation
demonstrated low infection prevalence in live birds, low environmental contamination,
no seroconversion for AIVs, gross and microscopic findings compatible with systemic
infection with peracute death in HSN1 HPAIV infected birds.

INTRODUZIONE

Durante gli anni 2021-2022 in Europa si sta osservando una delle piu gravi epidemie di
influenza aviare ad alta patogenicita (HPAI) con coinvolgimento di avifauna selvatica,
uccelli tenuti in cattivita e pollame. Tutti i focolai sono stati attribuiti al virus HPAI sotto-
tipo HS clade 2.3.4.4b, che attualmente risulta il lineaggio maggiormente diffuso a livello
globale (Eurasia, Africa, Nord America). Alcuni di questi isolati virali hanno un poten-
ziale zoonotico, testimoniato da marcatori genetici che indicano un crescente adattamen-
to ai mammiferi e da numerose segnalazioni di infezione con questo patogeno in diverse
specie di mammiferi selvatici e nell’'uvomo (EFSA, 2022). Da ottobre 2021 a gennaio
2022, il territorio italiano ¢ stato colpito da diverse incursioni del clade 2.3.4.4b H5N1
HPALIV sia nell’avifauna selvatica sia domestica. Il cluster pitt importante di infezione ¢
stato registrato in Veneto, territorio geografico caratterizzato da una peculiare combina-
zione di Densely Poultry Populated Areas (DPPAs) e zone umide e quindi considerato a
piu alto rischio di introduzione di HPAIV attraverso gli uccelli acquatici migratori. Il 18
ottobre 2021, il primo focolaio ad alta patogenicita HSN1 clade 2.3.4.4b si ¢ verificato
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in un allevamento industriale di tacchini da carne, situato nel “core” della DPPA della
provincia di Verona. Nonostante le autorita sanitarie abbiano immediatamente adottato
numerosi provvedimenti volti a mitigare urgentemente la diffusione dell’infezione da
HPALI (abbattimento degli animali infetti, Zona di Protezione ZP, Zona di Sorveglianza
ZS e Zona di ulteriore Restrizione ZUR), un gran numero di focolai secondari sono stati
osservati con una distribuzione centripeta rispetto al primo focolaio (/ndex Case) in tutte
le principali categorie avicole della regione Veneto. Le successive attivita di monito-
raggio e controllo applicate durante I’emergenza epidemica nell’area colpita da HPAI
HSNT1 hanno chiaramente evidenziato che i tacchini e i polli da carne sono state le spe-
cie piu colpite. Durante I’epidemia italiana segni clinici € aumento della mortalita sono
stati riportati in tacchini, ovaiole, anatre commerciali, faraone, quaglie e fagiani, mentre
nella categoria broiler numerosi focolai sono stati confermati solo grazie alle attivita di
monitoraggio attivo e in assenza di significativo aumento della mortalita giornaliera, di
sintomatologia sospetta o di alterazione dei parametri produttivi. Inoltre i risultati labora-
toristici di tali attivita sanitarie hanno permesso di evidenziare che i tamponi orofaringei
e/o tracheali campionati da broiler vivi in azienda presentavano una minore frequenza
di campioni positivi €/0 una minore carica virale (Ct) se comparati con le altre categorie
produttive infette (tacchino, ovaiole, faraona e quaglia). Queste evidenze di campo e di
laboratorio hanno quindi portato all’emanazione di controlli pit approfonditi nell’intero
settore avicolo con test virologici obbligatori su tutti i volatili morti presenti in azienda
e specificatamente per il settore broiler un protocollo per la movimentazione al macello
includente visita clinica e raccolta di 60 tamponi orofaringei/tracheali da ogni capanno-
ne dell’allevamento in animali vivi (concentrandosi su eventuali soggetti sintomatici o
malati) e tampone tracheale obbligatorio da tutti i volatili morti di giornata o dei giorni
precedenti il carico. Tali misure combinate si sono rivelate efficaci nella detection tra
ottobre e dicembre 2021del virus HSN1 HPAI in 15 gruppi di polli da carne asintomatici
su 961 esaminati (2%) e pronti per il carico per il macello. Inoltre sette di questi focolai
(1%) sono stati confermati positivi per IA solo grazie ai risultati dei test di laboratorio
effettuati su volatili morti. Successivamente, da gennaio 2022 fino alla fine dell’ondata
epidemica (marzo 2022), nessun gruppo di broiler (0% su un totale di 1206 testati) ¢
risultato positivo per IA durante i test pre-movimentazione. Lo scopo del presente lavoro
¢ descrivere i risultati delle attivita diagnostiche svolte in un allevamento commerciale di
broiler dopo 72 ore dalla conferma laboratoristica di positivita per HPAIV H5N1 in uno
dei due capannoni testati in pre-movimentazione e in assenza di aumento di mortalita,
segni clinici o alterazione di parametri produttivi.

MATERIALI E METODI

I1 giorno del sopralluogo (3 giomi dalla conferma diagnostica di HPAI) I’allevamento
infetto presentava un totale di 26.271 animali di 8 settimane allevati in due capanno-
ni: il capannone 1, considerato infetto, e il capannone 3. In entrambi i capannoni erano
presenti soggettl rnaschl p01che lo sfoltimento delle femmine per I’invio al macello era
avvenuto circa una settimana prima. Si ¢ provveduto ad eseguire in entrambi i capannoni
una scrupolosa visita clinica per evidenziare segni di malattia, sintomatologia sospetta
e valutare il comportamento degli animali (assunzione di alimento ed acqua). I dati di
mortalitd cumulativa dell’intero ciclo produttivo sono stati messi a disposizione e regi-
strati per la loro elaborazione. In entrambi i capannoni si € eseguito un campionamento
randomizzato di tamponi tracheali (TT) e cloacali (TC) da animali vivi (60 animali nel
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cap. 1; 40 animali nel cap. 3) per valutazione dello shedding virale in Real-Time RT-
PCR, inoltre si sono eseguiti prelievi di sangue per valutazione della sieroconversione
per influenza aviare (IA) tramite metodica ELISA in 65 sieri di animali vivi (35 sieri
animali cap. 1; 30 animali cap. 3).

Le carcasse disponibili nei due capannoni (un animale moribondo e quattro carcasse nel
cap. 1 e cinque carcasse nel cap. 3) sono state raccolte ed inviate al laboratorio per esame
autoptico, prelievo di siero da coagulo cardiaco per valutazione della sieroconversione
per IA e prelievo in doppia aliquota di trachea, polmone, milza, duodeno, pancreas, ton-
sille cecali, Borsa di Fabrizio e cervello per lo studio del tessuto-tropismo in Real-Time
RT-PCR e patobiologia dell’infezione HPAI HSN1 clade 2.3.4.4b nel broiler (esame isto-
logico E-E e immunoistochimica [HC).

In fine durante il sopralluogo sono stati eseguiti anche dei campionamenti ambientali,
quali tamponi a secco da superfici inanimate (manici delle carriole, maniglie e ruote
dall’auto di servizio dell’lZSVe) e sovrascarpe per la valutazione in Real-Time RT-PCR
della contaminazione ambientale di HPAIV H5N1 nella azienda infetta.

RISULTATI

Durante la visita clinica del capannone 1 e 3 la maggior parte degli animali presentavano
buone condizioni generali ¢ normale comportamento alimentare in assenza di concla-
mata sintomatologia respiratoria, gastroenterica o neurologica. In alcuni animali si sono
rilevati segni di dermatite-cellulite cutanea e/o bursiti sternali e solamente nel capannone
1-infetto pochi animali presentavano lievi e a specifici sintomi respiratori (congiuntivite,
rantoli, essudazione nasale) o ali cadenti con piumaggio arricciato. [’elaborazione dei
dati di mortalita cumulativa (CMR) ha dimostrato che, fatta eccezione per episodi di
mortalitd anomala nei primi giorni post accasamento, in entrambi i capannoni non si €
mai registrata una mortalita giornaliera superiore allo 0.2% durante I’intero ciclo pro-
duttivo. I risultati dell’indagine epidemiologica (IE) hanno rilevato marcato incremento
della mortalita solo dopo 8 giorni dalla notifica del focolaio. Lo studio di shedding virale
tramite 1’analisi dei tamponi tracheali e cloacali ha dimostrato 1’assenza di eliminazione
virale in tutti i tamponi prelevati dai 40 animali del capannone 3 (0%), e al contrario la
presenza di genoma virale in trachea e/o cloaca di 12 broiler su 60 esaminati del capan-
none 1 infetto (20%). Il totale dei 65 sieri collezionati negli animali vivi (35 sieri nel cap.
1 e 30 sieri nel cap. 3), cosi come i sieri ematici ottenuti dal coagulo cardiaco delle 10
carcasse non ha rilevato alcuna sieroconversione per IA. Le lesioni macroscopiche con
conferma anche in sede istopatologica (E-E) delle 5 carcasse del capannone 1-infetto
erano comparabili tra i diversi soggetti € maggiormente distribuite all’apparato respira-
torio con segni di congiuntivite sierosa con congestione della mucosa, tracheite sierosa
o0 siero-catarrale con iperemia diffusa della mucosa e grave edema e congestione del
parenchima polmonare. Inoltre tutti 1 soggetti esaminati presentavano marcata spleno-
megalia associata a diffuse e miliari lesioni biancastre (necrosi) del parenchima. Le borse
di Fabrizio si presentavano di dimensioni consistenti con mucosa lievemente edematosa
e le tonsille cecali presentavono segni di iperplasia con focali petecchie emorragiche in
alcuni soggetti. Tra le cinque carcasse esaminate del capannone 3 solo una ha presentato
lesioni macroscopiche e microscopiche sovrapponibili a quelle sopra descritte per gli
animali infetti (Tabella 2; BRL 4). I risultati dell’esame immunoistochimico (IHC) sulle
sezioni degli organi infetti ha dimostrato la presenza dell’antigene virale in cellule epi-
teliali, endotelio, macrofagi e nel cervello (cellule neuronali e gliali). Si riportano nelle
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due tabelle sottostanti i risultati integrati dello studio di tessuto tropismo in Real-Time
RT-PCR e di patobiologia dell’infezione HPAI H5N1 clade 2.3.4.4b nelle carcasse di
broiler del capannone 1 e 3.

Tabella 1: risultati dello studio di tessuto tropismo e patobiologia dell’infezione da
HPAI H5NI1 nei volatili morti del capannone 1

Capannone 1 BRL1 BRL2 BRL3 BRL4 BRL5
[ L @ > [
& _ 5 &_ 5 &_ 5 &_ 5 €_ 5  CeullHC
A = @ A @ R ¥ 3 Ay = > [~ > ops
Organo DRSS 2 O =292 9 DRSS EI ST positive/tessuto
- E - E - E - E - E
Pneumociti,
Polmone 17.6  +++ 34.01 - 21.06 +++ 1877 +++ 1843 +++ endotelio
Cellule epiteliali,
Trachea 18.9 + 2789 - 21.67 ++ 2196 ++ 1977 +++ endotelio e
macrofagi
Milza 1907 + 3613 - 1981 +++ 2208 ++ 2332 ++  Macrofagied
endotelio
Cellular debris
Duodeno 1835 4+ 3132 — 2239 + 2136 + 2009 4y dellecripte,
epitelio, endotelio
e plessi
Epitelio della
Pancreas 1717 +++ 3357 - 2219 ++ 2221 + 18.73  +++ componente
acinare
Cellular debris
Tonsille delle cripte,

16.81 +++ 2532 + neg n.e. 2246 ++ 1829 ++ epitelio, aree

cecali di necrosi ed
endotelio
Borsa di .
-, 18.19 +++ 3291 - 2025 + 21.71 ++ 1515 ++ Macrofagi
Fabrizio
Neuroni, cellule
Cervello 13.85 +++ 34.6 - 19.83 ++ 172 +++ 18.94 +++ della glia e

ependimali

BRL, broiler; rRT-PCR, Real-Time RT-PCR; Ct, cycle threshold; IHC score, — (ne-
gativo), —/+ (rara/occasionale presenza di cellule IHC positive), ++ (bassa presenza
di cellule IHC positive), +++ (/moderata presenza di cellule IHC positive), ++++
elevata presenza di cellule IHC positive), +++++ diffusa presenza di cellule IHC
positive); neg, negativo; n.e., non eseguito.
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Tabella 2: risultati dello studio di tessuto tropismo e patobiologia dell’infezione da
HPAI H5N1 nei volatili morti del capannone 3

Capannone 3 BRL1 BRL2 BRL3 BRL4 BRLS
@ -] @ @ @
5 - § 6 — § 5 - E 5 - E 6 - § Cellule THC positive/
B = @* R = @ B = ) B = @ R = )
Organo £ O E2 O eEL O 22 J 22 J tessuto
% = ¥ E K = £ £ £ =
Polmone neg - neg ne. neg ne. 2503 —/+ 3943 - Peumociti, endotelio
Trachea 37.68 - neg ne. neg n.e. 23.83 + 3846 - Cellu'le epiteliali, .
endotelio e macrofagi
Milza neg n.e. neg ne neg ne 2386 —/+ neg n.e. Macrofagied endotelio

Cellular debris
Duodeno neg n.e. neg ne. neg ne. 2503 —/+ neg - delle cripte, epitelio,
endotelio e plessi

Pancreas neg n.e. neg ne neg ne 2403 —/+ 3831 - Epitelio dell.a
componente acinare
. Cellular debris delle
Tonsille R oo .
. neg n.e. neg ne neg na. 2405 + neg n.e. cripte, epitelio, aree di
cecali . .
necrosi ed endotelio
Borsa di .
Fabrizio neg n.e. neg ne neg na. 2225 neg n.a. Macrofagi
Cervello neg n.e. neg ne neg ne 1988 + neg n.e. Neuroni, cellule della

glia e ependimali

BRL, broiler; rRT-PCR, Real-Time RT-PCR; Ct, cycle threshold; IHC score, — (ne-
gativo), —/+ (rara/occasionale presenza di cellule IHC positive), ++ (bassa presenza
di cellule IHC positive), +++ (/moderata presenza di cellule IHC positive), ++++
elevata presenza di cellule IHC positive), +++++ diffusa presenza di cellule IHC
positive); neg, negativo; n.e., non eseguito; n.a., non applicabile.

Infine, la valutazione della contaminazione ambientale per 1A tramite metodica Re-
al-Time RT-PCR ha mostrato blande positivita (> 36.00 Ct) unicamente su matrici
ambientali del capannone 1-infetto (2 pool/3 di sovrascarpe e dal tampone eseguito
sui manici della carriola utilizzata per i campionamenti del presente studio; al contra-
rio nessun campione ambientale collezionato nel capannone 3 ha mostrato positivita
in Real-Time RT-PCR. Questi risultati suggeriscono quindi una bassa contaminazio-
ne ambientale di HPAIV H5N1 nell’azienda infetta di broiler con infezione silente.
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DISCUSSIONE

I risultati del presente studio hanno consentito di acquisire un quadro pit completo
riscontrabile in casi di infezione silente con HPAIV H5NI1 clade 2.3.4.4b nel broi-
ler dimostrando una bassa prevalenza negli animali vivi e la maggiore efficienza
di diagnosi di 1A (early detection) attraverso test di laboratorio eseguiti su matri-
ci biologiche prelevate da volatili morti. In questo allevamento, i dati di mortalita
cumulativa o la clinica non si sono rilevati efficaci per il sospetto precoce (early
warnig) di HPAI, infatti la mortalita anomala si ¢ osservata solo dopo 8 giorni dalla
notifica del focolaio in entrambi i capannoni. Questi dati combinati con la dinamica
temporale di infezione del capannone 3 suggeriscono che 1’introduzione in azienda
del HPAIV sia avvenuto almeno 11 giorni prima dell’insorgenza di sintomatologia
sospetta e dell’incremento significativo della mortalita. Il capannone 3 ¢ stato con-
siderato infetto solo grazie alle analisi condotte sulle carcasse poiché sulla base del
campionamento intra vitam tutti i 40 soggetti esaminati sono risultati negativi per
IA sia da tamponi tracheali sia cloacali. Al contrario, le carcasse risultate infette da
HPAIV hanno dimostrato una infezione di natura sistemica con elevate cariche virali
e mortalita iperacuta per failure multi-organo. I risultati delle indagini sierologiche
hanno evidenziato 1’assenza di sieroconversione in ELISA in tutti gli animali vivi e
nelle carcasse esaminate, sottolineando come la sierologia non possa risultare uno
strumento utile nelle attivita di sorveglianza per HPAI nel settore broiler. I dispositivi
emanati durante I’epidemia italiana di HPAI H5N1 e lo specifico protocollo adottato
per il settore broiler (weekly pool sampling “bucket sampling” in poultry species
that often do not manifest clinical signs when infected with HPAI: https://www.izsve-
nezie.com/documents/reference-laboratories/avian-influenza/diagnostic-protocols/
weekly-pool-sampling-bucket-sampling.pdf) si sono confermati efficaci nella dia-
gnosi precoce di infezione con HPAI in gruppi di broiler in assenza di sintomatologia
o incremento della mortalita, consentendo di non movimentare attraverso le DPPAs
della regione Veneto migliaia di animali potenzialmente infetti.

CONCLUSIONI

L’evidenza di campo dell’infezione silente in alcuni allevamenti di broiler durante
I’epidemia italiana di HPAI H5N1 clade 2.3.4.4b e i risultai ottenuti in questo studio
sottolineano I’importanza di promuovere costanti studi sull’evoluzione degli HPAIV
circolanti e di valutare attentamente il loro comportamento nelle diverse categorie
avicole, al fine di ottenere evidenze scientifiche sul loro potenziale ruolo epidemio-
logico e per mettere in atto le piu efficienti strategie di controllo e sorveglianza.

BIBLIOGRAFIA

1. Gobbo, F.; Zanardello, C.; Bottinelli, M.; Budai, J.; Bruno, F.; De Nardi, R.;
Patregnani, T.; Catania, S.; Terregino, C. Silent Infection of Highly Pathogenic
Avian Influenza Virus (H5N1) Clade 2.3.4.4b in a Commercial Chicken Broiler
Flock in Italy. Viruses 2022, 14, 1600. https://doi.org/10.3390/v14081600

2. Lee, D. H.; Bertran, K.; Kwon, J. H.; Swayne, D.E. Evolution, global spread,
and pathogenicity of highly pathogenic avian influenza HSNx clade 2.3. 4.4. J
Vet Sci 2017, 18(S1), 269-280. doi.org/10.4142/jvs.2017.18.S1.269

3. Adlhoch, C.; Fusaro, A.; Gonzales, J.L.; Kuiken, T.; Marangon, S.; Niqueux, E.;
Staubach, C.; Terregino, C.; Aznar, 1.; Guajardo, M.I.; Baldinelli, F. European

96


https://www.izsvenezie.com/documents/reference-laboratories/avian-influenza/diagnostic-protocols/weekly-pool-sampling-bucket-sampling.pdf
https://www.izsvenezie.com/documents/reference-laboratories/avian-influenza/diagnostic-protocols/weekly-pool-sampling-bucket-sampling.pdf
https://www.izsvenezie.com/documents/reference-laboratories/avian-influenza/diagnostic-protocols/weekly-pool-sampling-bucket-sampling.pdf
https://doi.org/10.4142/jvs.2017.18.S1.269

Food Safety Authority, European Centre for Disease Prevention, Control, Eu-
ropean Union Reference Laboratory for Avian Influenza, Avian influenza over-
view December 2021-March 2022.EFSA4 J. 2022, 20(4), €07289. https://doi.
org/10.2903/].efsa.2022.7289

Gobbo, F.; Fornasiero, D.; De Marco, M.A.; Zecchin, B.; Mulatti, P.; Delogu,
M.; Terregino, C. Active Surveillance for Highly Pathogenic Avian Influenza
Viruses in Wintering Waterbirds in Northeast Italy, 2020-2021. Microorganisms
2021, 20;9(11):2188. doi:10.3390/microorganisms9112188

Beerens, N.; Germeraad, E.A.; Venema, S.; Verheij, E.; Pritz-Verschuren, S.B.;
Gonzales, J.L.. Comparative pathogenicity and environmental transmission of
recent highly pathogenic avian influenza H5 viruses. Emerg Microbes Infect
2021, 10(1), 97-108. doi.org/10.1080/22221751.2020.1868274

Perlas, A.; Argilaguet, J.; Bertran, K.; Sanchez-Gonzélez, R.; Nofrarias, M.;
Valle, R.; Ramis, A.; Cortey, M.; Majo, N. Dual Host and Pathogen RNA-Seq
Analysis Unravels Chicken Genes Potentially Involved in Resistance to High-
ly Pathogenic Avian Influenza Virus Infection. Front Immunol 2021, 12. doi.

org/10.3389/fimmu.2021.800188

97


https://doi.org/10.2903/j.efsa.2022.7289
https://doi.org/10.2903/j.efsa.2022.7289
https://doi.org/10.1080/22221751.2020.1868274
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.800188
https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.800188




STRATEGIA DI DIFFERENZIAZIONE DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA
DA CEPPI DI CAMPO DEL VIRUS DELI’INFLUENZA (SOTTOGRUPPO
HS) E DA VACCINI RICOMBINANTI

Lesceu S., Gaimard M., Redal C., Drus J-E., Lefebvre C., Pourquier P.

Innovative Diagnostics, 310 Rue Louis Pasteur, 34790 Grabels, Francia

Summary

The Influenza A virus is at the origin of infections in both humans and animals and
can lead to more or less serious forms depending on the strain. In order to control
outbreaks and avoid massive culling as well as significant economic losses for
farmers, vaccination of the flocks is becoming more and more essential given the
epidemiology of H5 HPAI worldwide.

Vaccination with recombinant vaccines is increasingly developed. That is why ID-
vet has chosen to develop tools able to differentiate the antibodies developed after
an infection by a field strain from the antibodies elicited by vaccination of the
animals.

INTRODUZIONE

I virus dell’influenza appartengono alla famiglia degli Orthomyxoviridae e infet-
tano sia I’'uomo che una varieta di ospiti animali. Esistono quattro tipi di virus in-
fluenzali: A, B, C e D, definiti dalla natura dell’antigene del nucleocapside interno.
Il tipo A ¢ quello piu conservato e puo essere ulteriormente suddiviso in sottotipi
in base agli antigeni emoagglutinina (H) e neuraminidasi (N). Sono stati isolati di-
ciotto antigeni H (da H1 a H18) e undici antigeni N (da N1 a N11). La maggior par-
te dei virus dell’influenza aviaria (sottotipi da H1 a 18) sono a bassa patogenicita,
come 1’H9, e sono generalmente coinvolti in coinfezioni con altri virus aviari, che
possono portare a importanti perdite negli allevamenti di pollame. Alcuni sottotipi
contenenti HS ¢ H7 sono associati a forme altamente patogene della malattia, con
un alto tasso di mortalita.

La vaccinazione ¢ uno strumento essenziale per il controllo delle malattie del pol-
lame e per molti anni sono stati utilizzati vaccini convenzionali. Oggi, le inno-
vazioni nella vaccinologia avicola includono vaccini immunocomplessi e vaccini
vettoriali. [ vantaggi associati a questi ultimi includono la biosicurezza, 1’efficien-
za, la capacita di creare un’immunita passiva e ’immunita di lunga durata. Negli
ultimi 5 anni, le ondate successive di influenza in Europa hanno spinto le autorita
sanitarie a rivedere la loro strategia di vaccinazione contro questo virus, € oggi,
in particolare, contro il virus H5 in Europa. Attualmente € necessario sviluppare il
vaccino anti-influenzale ideale per affrontare questa malattia. Diversi studi hanno
dimostrato 1’efficacia di vaccini vettoriali contro I’IA con I’inserimento dell’emo-
agglutinina (HA) HS [2], [3], H7 [4] € H9 [5] in un vettore HVT.

Poich¢ attualmente esistono alcuni vaccini candidati H5, IDvet ha sviluppato un
nuovo test ELISA, I’'ID Screen® Influenza H5 Indirect, basato sulla proteina H5.
Questo kit ¢ uno strumento eccellente per il monitoraggio dei vaccini convenzio-
nali e ricombinanti e anche per I’implementazione di strategie DIVA: gli animali
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vaccinati possono essere monitorati con questo nuovo kit e gli animali naturalmen-
te infetti possono essere individuati con I’ID Screen® Influenza A Nucleoprotein
Indirect.

MATERIALI E METODI
Studio della specificita del kit FLUH5S
L’esclusivita ¢ stata studiata utilizzando 2 diversi pannelli influenzali:
- Uno proveniente da GD Deventer: sono stati analizzati 2 diversi ceppi HS
(H5N2 e H5N3) e i sottotipi H6, H7 ¢ H9.
- Un secondo proveniente dal Friedrich-Loeffler-Institut (FLI). Sono stati
analizzati i seguenti ceppi: H2NS, H2N9, H3N1, H5N2, H5N3, H6N2,
H7N1, H7N7, H1I0N4 e HI1N6.
In secondo luogo, per determinare la specificita diagnostica del test FLUHSS ELI-
SA, sono stati analizzati 320 sieri di volatili SPF (origine: Francia) e 100 sieri di
polli da carne esenti da malattia (origine: Ungheria).

Monitoraggio dei volatili vaccinati con Vectormune Al (rHVT-AI(HS))

Le galline ovaiole sono state vaccinate con il vaccino ricombinante Vectormune
Al rHVT-H5 (da Ceva Santé Animale) a un giorno di eta e in seguito inoculati a
55 settimane di eta con il ceppo HSNS8 del virus inflenzale. I titoli anticorpali sono
stati valutati utilizzando I’'ID Screen® Influenza HS Indirect ELISA (codice pro-
dotto = FLUHSS) e I’ID Screen® Influenza A Nucleoprotein Indirect (codice
prodotto = FLUNPS). In parallelo, il test HI ¢ stato eseguito da CEVA PHYLAXIA
utilizzando il ceppo HPAIV H5N8 (A/Belgium/chicken/U1700807 PTL807/2017).
I campioni di sangue sono stati prelevati dagli animali a 55 e 57 settimane, ovvero
2 settimane dopo il 1'inoculo. Sono stati calcolati i titoli medi, minimi, massimi e
il CV%.

Monitoraggio dei volatili vaccinati con il vaccino H5 RNA

I polli SPF sono stati vaccinati a 1 giorno e a 4 settimane di eta con un vaccino H5
RNA (da Ceva Santé Animale) ed in seguito inoculati a 6 settimane di eta con il
ceppo H5NS del virus influenzale. I titoli anticorpali sono stati valutati utilizzando
I’ID Screen® Influenza HS Indirect ELISA (codice prodotto = FLUHS5S) e I’ID
Screen® Influenza A Nucleoprotein Indirect (codice prodotto = FLUNPS). In
parallelo, ¢ stato eseguito anche il test HI utilizzando il ceppo HPAIV H5N8 (cep-
po Belgium 2017 A/Brahma chicken/Belgium/6153/2017). I campioni di sangue
sono stati prelevati dagli animali a 3, 4, 5, 6 ¢ 8 settimane di eta. Sono stati calco-
lati i titoli medi, minimi, massimi e il CV%.

Questa parte dello studio ¢ stata effettuata da Sciensano (Belgio).

RISULTATI

Studio della specificita del kit FLUH5S

Le tabelle seguenti mostrano i risultati ottenuti per i diversi sottotipi testati da GD
DEVENTER (Tabella 1) o FLI (Tabella 2):
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Tabella 1: Esclusivita relativa al pannello

Tabella 2: Esclusivita relativa al pannello

Influenza di GD DEVENTER influenza di FLI
Risultati con il kit Risultati con il kit
FLUHS5S FLUHS5S
H2N5 - H5N2 +
H2N9 _ (VLDIA 042)
H3N1 _ H5N8 +
(VLDIA 250)
H5N2 +
He6 )
HON3 * (VLDIA 131)
H6N2 - H7 ]
H7N1 - (VLDIA 098)
H7N7 - H9
H10N4 - (VLDIA 113) :
H11N6 -

Figura 1: Specificita misurata con il kit FLUHSS = 100% (CL,,, : 99,09% - 100%), n=420.
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Monitoraggio dei volatili vaccinati con Vectormune Al (rHVT-AI(H5))
I risultati sono riportati di seguito (Figura 2):

Vectormune Al [rHVT-AI{HS)) serocanversion with FLUHSS
20000 12
pLE L)
— 10
16000 83
é 120X Lk
E ¥ mEmFILNRPS
é 20000 B
e 10000 6 8
2 = EEFLUHSS
¥ ] &
] =
& L
o, cutoff i 4 —Hi test
117%
4000
H
wurnff FUINPS : 668
000 T FRLNSS 722 | |
25%
1] - - o
55 woa - vaccinated 57 woa - vaccinated - 2 wich
GROUPS
Challenge with HSNB
Eta del gruppo 55 settimane 57 woa settimane
Kit ELISA FLUNPS FLUHSS FLUNPS FLUHSS
Titolo medio 280 14158 4124 15633
CV% 25 13 117 8
%POS 0 100 80 100

Figura 2: Distribuzione del titolo dopo la vaccinazione con un vaccino ricombinante
rHVT-HS5 con i kit ELISA FLUHSS e FLUNPS di IDvet e con il test HI.
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Monitoraggio dei volatili vaccinati con il vaccino H5 RNA
I risultati sono riportati di seguito (Figura 3):

RMNA-H5 vaccine seroconversion with FLUHSS
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EmLUNGS

HITITERS (LOG2)
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FLUHS5S AMD FLUNFS TITERS
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2000
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cut-offFLUNSS - 732
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Challenge with HENS

8 settinane — 2 settimane

Eta del . 4 setti . . :
ta del gruppo 3 settimane settimane 5 settimane 6 settimane post-inoculo

Kit ELISA FLUNPS | FLUHSS | FLUNPS | FLUHSS | FLUNPS | FLUHSS | FLUNPS | FLUHSS | FLUNPS FLUHSS

Titolo medio / 11 / 244 / 7514 12 11168 701 10350
CV% / 90 / 100 / 83 90 60 311 57
%POS / 0 / 0 / 90 0 100 10 100

Figura 3: Distribuzione del titolo dopo la vaccinazione con un vaccino a RNA H5
con i kit FLUHSS e FLUNPS ELISA di IDvet e con il test HI.

DISCUSSIONE

Dal momento che gli studi relativi a infezioni di campo sono ancora in corso, 1’obiet-
tivo principale di questo lavoro ¢ quello di presentare i concetti generali di DIVA,
nonché I’efficacia degli strumenti basati sui primi risultati di studi sperimentali, sen-
za concentrandosi sui valori esatti del titolo attesi.

Studio della specificita del kit FLUH5S

I risultati mostrano che il kit FLUHSS ¢ molto specifico per I’emoagglutinina HS,
senzareazioni incrociate con altri sottotipi di influenza.

Inoltre, la specificita diagnostica di questo kit ¢ risultata eccellente sui campioni SPF
e sul pannello di campioni provenienti da animali esenti da malattia, con il 100% di
negativita al test.
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Monitoraggio dei volatili vaccinati con Vectormune Al (rHVT-AI(H5))

I risultati mostrano che il kit FLUHSS ¢ in grado di rilevare gli anticorpi sviluppati
dopo la vaccinazione con vaccino ricombinante. Infatti, per i gruppi di 55 e 57 setti-
mane di eta, si ottengono titoli medi di circa 15 000 (il cut-off del kit & 732).

I risultati mostrano anche che il kit FLUHSS consente di monitorare la vaccinazione
con una buona correlazione con il test HI.

D’altro canto, il kit FLUNPS puo essere utilizzato come parte della strategia DIVA:
negli animali sottoposti a challenge a 55 settimane di eta, gli anticorpi sviluppati a
causa del contatto con il ceppo di campo sono rilevabili 2 settimane dopo, con un
titolo mediodi circa 4000 (il cut-off del kit ¢ 668).

Monitoraggio dei volatili vaccinati con vaccino H5 RNA - RISULTATI SCIENSANO
Gli animali sono stati vaccinati a 1 giorno di eta e poi a 4 settimane di eta con il
vaccino H5 RNA. I risultati mostrano chiaramente che il kit FLUHSS ¢ in grado
di rilevare gli anticorpi sviluppati dopo doppia vaccinazione al giorno di et e a 4
settimane di eta.. A 5 settimane di eta, il titolo medio ottenuto con il kit FLUHSS ¢
di circa 8000 e > di 10 000 a 6 e 8 settimane di eta.

Come in precedenza, i risultati mostrano anche che il kit FLUHSS consente di moni-
torare la vaccinazione ricombinante con una buona correlazione con il test HI.
Inoltre, anche in questo caso, il kit FLUNPS puo essere utilizzato come parte della
strategia DIVA: negli animali sottoposti a challenge a 6 settimane di eta, si osserva
un aumento a 8 settimane (2 settimane dopo il challenge), con un titolo medio di
circa 700 (cut-off = 668).

CONCLUSIONI

I risultati presentati dimostrano che il kit ELISA FLUHSS, che si basa su una proteina
HS5 ricombinante, ¢ caratterizzato da un’elevata specificita per I’emoagglutinina HS.
Questo kit permette anche una rilevazione affidabile degli anticorpi sviluppati dopo
vaccinazione con vaccino rHVT-HS o SRV-HS5, presentando una buona correlazione
con il test HI. Infine, il kit ELISA FLUHSS puo essere utilizzato in associazione con
il kit FLUNPS nel contesto di una strategia DIVA, che permette di distinguere gli
animali vaccinati con vaccini ricombinanti dagli animali che sono venuti a contatto
con un ceppo di campo.

Ringraziamenti: G. Dauphin (Ceva Santé Animale).
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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 ¢ 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 ¢ 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 ¢ 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
¢ emerso in seguito al suo isolamento dalla carne di pollo, poiché le carcasse
possono essere contaminate con il contenuto cecale durante la macellazione ¢ 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
I’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 ¢ stato ancora del tutto compreso.
Studi in vitro hanno evidenziato proprieta proinfiammatorie legate alla cytolethal
distending toxin (CDT), al lipopolisaccaride (LPS) e all’induzione dell’IL-8 at-
traverso il pathway NF-«kf delle cellule epiteliali (3). Inoltre, ¢ stato dimostrato
che I’infezione da H. pullorum attiva i macrofagi dell’ospite e la secrezione di
altre citochine (TNF-a, IL-1f, IL-6 ¢ 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
I’adesione e 1’invasione delle cellule epiteliali intestinali (1). Nonostante 1’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
I’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), ¢ emerso che nei polli allevati con metodo free-range la prevalenza di H.
pullorum era significativamente piu 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 I’influenza di fattori
ambientali, dell’eta degli animali e della dieta. Poiché le tecniche di allevamen-
to, e in particolare 1’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 I’abbondanza
relativa di H. pullorum attraverso il sequenziamento del 16 S rDNA al fine di
comprendere meglio I’influenza del microbiota intestinale sulla presenza di tale
patogeno. Inoltre, 1’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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finalita 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 eta 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 eta (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 1’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 eta
(prima dell’accesso all’esterno; I= Indoor) e altri 9 polli a 56 giorni di eta (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, 1 ciechi sono stati legati alle due estremita, 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

I1 DNA genomico batterico ¢ stato estratto da circa 0.18 g di contenuto cecale
utilizzando il kit QlJAamp 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 [’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 1’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 QIIME?2 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 1’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 ¢ risultato un totale di 18,473 sequenze assegnate
in 3,104 ASVs, con una media di 10,526.28 sequenze per campione (il valore piu
basso osservato per un campione era di 5,766 sequenze ed il piu alto di 14,787
sequenze). L’analisi delle curve di rarefazione ha mostrato che con il numero
minimo di 5,766 sequenze/campione ¢ stata ottenuta una buona profondita 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 ¢ stato rilevato dal contenuto cecale di 16/18 campioni, con una
prevalenza dell’88.9%. La proporzione di H. pullorum nel gruppo Indoor si € ri-
velata significativamente piu 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 ¢ 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 pit abbondanti (abbondanza relativa >0.5%)
nella comunita microbica cecale del gruppo Outdoor (Fig.1B). In particolare,
si evidenzia la comparsa di Mucispirillium schaedleri (0% e 1.34% in Indoor ¢
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 ’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 piu alta (verde) e piu 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 ¢ 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 ¢ risultato
costituito da 14 nodi (specie microbiche) collegati da 30 connessioni significative.
Bacteroides barnesiae € un microorganismo non identificato del genere Syner-
gistes erano le specie con il numero piu elevato di connessioni ¢ con I’indice di
closeness centrality piu 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).
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Figura 2. Network di co-occurrence and mutual exclusion delle specie discrimi-
nanti i gruppi Indoor e Outdoor. Nel network: 1 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 centralita 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 ¢ 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 € 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 scarsita e la natura frammentaria dei dati
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disponibili in letteratura sulla presenza di H. pullorum nel pollame, il presente
studio ¢ stato concepito con ’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.

E 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 ¢ stato a 28
giorni di eta, in quanto questo momento rappresenta il passaggio dall’allevamento
al chiuso a quello all’aperto, quando il microbiota ha raggiunto un certo livello
di maturita, pur considerando che lo sviluppo della comunita microbica sia una
successione dinamica influenzata sia da processi correlati all’eta che da fattori
ambientali (cambiamenti nell’alimentazione, sviluppo del sistema immunitario ed
esposizione a microrganismi estranei). Il secondo time-point (56 giorni di etd) 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 ¢ 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 I’attivita 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 € non si evi-
denziavano segni clinici di malattia, diarrea ¢ mortalita. Alla necroscopia non si
evidenziavano segni di tiflite né lesioni macroscopiche nel tratto gastrointestinale.
Sarebbe auspicabile una caratterizzazione genomica e molecolare per studiare la
patogenicita di H. pullorum e 1 profili di virulenza piu prevalenti, approfondendo,
cosi, il suo potenziale zoonotico. Finora esso ¢ stato associato approssimativamen-
te al 12% di casi nell’uomo (1) in seguito alla contaminazione delle carcasse alla
macellazione, in quanto tale agente patogeno ¢ stato rilevato in un numero elevato
di campioni cecali, dimostrando di essere in grado di persistere nei polli fino all’eta
della macellazione. Pertanto, dai risultati del presente studio si puo 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 1’evoluzione delle comunita microbiche
come un processo continuo in cui nuovi taxa ne sostituiscono altri con 1’accesso
all’aperto dei polh e I’introduzione nella dieta di nuove fonti alimentari. Di con-
seguenza, si puo supporre che la maggiore diversita microbica e 1’espansione di
altri taxa associati ad un intestino sano possano ridurre la probabilita di coloniz-
zazione intestinale di H. pullorum. E di notevole interesse, infatti, la comparsa un
mese dopo 1’accesso all’aperto di nuovi phyla tra cui Deferrzbacteres e, a livel-
lo di specie, I’insorgenza di Mucispirillium schaedleri (0% ¢ 1.34% in Indoor e
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Outdoor, rispettivamente). Quest’osservazione ¢ in linea con altri studi che hanno
descritto la comunita microbica intestinale di polli allevati con sistema free-ran-
ge. M. schaedleri ¢ noto per far parte della nicchia microbica associata al muco
intestinale e, pertanto, pud 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 Sa/monella Typhimurium nel topo inter-
ferendo con I’espressione dei geni responsabili dell’invasione ed avendo, quindi,
un potenziale per ’utilizzo terapeutico contro le infezioni da Sa/monella 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 ’utilizzo in campo medico. Oscillospira svolge un
ruolo importante nel microbiota intestinale e la sua abbondanza ¢ strettamente
correlata alla salute dell’ospite. Nell’allevamento avicolo, I’utilizzo di probiotici
e polifenoli influenza significativamente 1’abbondanza di Oscillospira nell’inte-
stino, migliorando 1’incremento ponderale e la salute intestinale nei broiler. Inol-
tre, 1’abbondanza di Oscillospira ¢ correlata a una significativa riduzione della
trasmissione orizzontale di ceppi patogeni di E. coli ¢ della gravita 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 proprieta microbiche benefiche con un interessante potenziale in qua-
lita di markers batterici intestinali per la salute dell’ospite. Questi microrganismi
potrebbero essere in grado di modulare la suscettibilita alle infezioni, come nel
caso di Helicobacter pullorum, principalmente attraverso 1’esclusione competitiva
prevenendone, pertanto, la colonizzazione intestinale. Nel pollo, quindi, un micro-
biota intestinale sano puo avere una forte influenza sia sulla salute dell’ospite che
sulla produttivita, oltre che sulla salute dei consumatori.
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Summary

In this study a comparison of antibiotic resistance genes (ARGs) and multidrug
resistant (MDR) Salmonella spp. strains between conventional and antibiotic-free
broiler flocks were performed. At farm level, litter samples were screened by end-
point PCR protocols, able to amplify ARGs against the most commonly used mol-
ecules in veterinary medicine along with selected Critically Important Antibiotics
(CIA), reserved to human therapies. At slaughterhouse the carcasses obtained from
both farming systems were sampled to identify resistant Salmonella spp. Based on
the phenotypic resistance profiles of the strains, the related ARGs were investigated.
A significant difference was observed for ARGs distribution between conventional
and antibiotic-free litter samples, with particular regard for tetracyclines genes (fef)
that were mostly detected in antibiotic-free flocks. Salmonella Typhi, Thiphymurium
and Enteritidis serovars resulted equally distributed in carcasses of both investigated
groups, all strains showing MDR profiles. These results are in line with previous in-
vestigations, raising concerns about the effective role of alternative meat production
systems in reduction of MDR bacteria and their genetic determinants.

INTRODUZIONE

L’antimicrobico resistenza (AMR) rappresenta un problema emergente di sanita
pubblica che coinvolge non solo la salute umana, ma anche quella degli animali e
dell’ambiente (Hernando-Amado et al., 2019). Negli animali da reddito tale fenome-
no ¢ stato favorito dall’uso diffuso o eccessivo degli antibiotici, in passato impiegati
anche per scopi preventivi e/o di metafilassi, e attualmente somministrati esclusiva-
mente per il trattamento delle infezioni batteriche, che trovano nei sistemi intensivi
di allevamento le condizioni favorevoli per diffondersi (de Mesquita Souza Saraiva,
2022). La pressione selettiva esercitata dalle terapie antibiotiche ha permesso la dif-
fusione e il mantenimento nell’ambiente di batteri resistenti a piu classi di molecole
antimicrobiche (batteri multi-resistenti), capaci di trasferire ad altre cellule batteri-
che i relativi geni di antimicrobico resistenza, molti dei quali localizzati su elementi
genetici mobili (Yang et al., 2019).

Al fine di ridurre la diffusione di batteri resistenti e la loro trasmissione ai consu-
matori attraverso il consumo di prodotti contaminati di origine animale, il settore
zootecnico ha sviluppato sistemi alternativi di allevamento “senza uso di molecole
antibiotiche” in grado di soddisfare la crescente domanda da parte dei consumatori,
sempre piu attenti all’acquisto di prodotti piu sostenibili, sani e rispettosi del benes-
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sere animale. In particolare, la filiera avicola ha visto crescere notevolmente le linee
“antibiotic-free” e biologiche che hanno registrato un incremento del 20% negli anni
2020/2021 rispetto al biennio precedente (ISMEA, 2021). Gli effetti che gli alleva-
menti antibiotic-free possono avere sulla diffusione dell’AMR non sono ancora del
tutto conosciuti e 1 dati relativi alla reale diffusione di batteri resistenti e multi-resi-
stenti e dei relativi determinanti genetici in questi sistemi alternativi non vengono
ancora raccolti e monitorati in maniera sistematica e standardizzata, ma risultano
ancora frammentari e disomogenei (Millmann et al., 2013; Bailey et al., 2020; Musa
et al., 2021; Salerno et al., 2022).

Scopo del presente lavoro ¢ stato di comparare la diffusione negli allevamenti di
broiler convenzionali e antibiotic-free dei geni responsabili di AMR e di determinare
i profili di resistenza antibiotica in ceppi di Sa/monella enterica isolati a partire dalle
carcasse a fine macellazione provenienti dalla stessa filiera produttiva.

MATERIALI E METODI

Sulla base dei risultati ottenuti in una precedente indagine, che ha coinvolto alleva-
menti convenzionali di broiler e tacchini del Centro Italia (Di Francesco et al., 2021),
sono stati selezionati n. 3 allevamenti convenzionali (C1-C3) e n. 3 allevamenti an-
tibiotic-free (AF1-AF3) di broiler ubicati in Abruzzo e appartenenti alla stessa filiera
produttiva integrata. [’analisi degli allevamenti ha riguardato campioni di lettiera
raccolti a pochi giorni dall’accasamento dei pulcini (7-10 gg) e a fine ciclo, prima
della macellazione dei capi (35-40 gg di eta degli animali).

Al fine di ottenere una valutazione rappresentativa della reale diffusione ambientale
dei geni di AMR, indipendentemente dalle specie batteriche presenti, € stato eseguito
uno screening biomolecolare, mediante protocolli di PCR, per I’amplificazionediret-
ta di geni target specifici per la resistenza batterica nei confronti di antibiotici comu-
nemente impiegati nella pratica clinica veterinaria (tetracicline, lincomicina, amino-
glicosidi, chinoloni; nitrofurani; sulfonamidici e beta-lattamici), insieme ad alcune
molecole classificate come criticamente importanti per la medicina umana (CIA)
e, pertanto, ad uso esclusivo per le terapie delle infezioni umane (cloramfenicolo,
vancomicina e carbapenemi) (EMA, 2022) (Tabella 1). A tal fine, il DNA totale ¢
stato ottenuto da ciascun campione di lettiera mediante il protocollo automatizzato
previsto dal Maxwell® 11 Instrument e utilizzando il Maxwell kit® 11 Tissue DNA
Purification (Promega, Italy).

Le carcasse di broiler, provenienti dalla stessa filiera produttiva degli allevamenti
oggetto di indagine, sono state sottoposte a campionamento al termine della linea di
macellazione, mediante spugne sterili (Polywipes® RPM Technology, LLC, USA),
utilizzate su tutta la superficie cutanea di ciascuna carcassa, e successivamente im-
merse in acqua peptonata sterile (BPW; LIOFILCHEM® s.r.l., Italia). Le spugne
sono state raggruppate in 36 pool, ciascuno costituito da 5 spugne, per un totale di n.
18 campioni provenienti dalle carcasse di broiler degli allevamenti convenzionali e
n. 18 campioni provementl dalle carcasse di broiler degli allevamenti antibiotic-free.
I campioni di spugne cosi raccolti sono stati utilizzati per 1’isolamento di Sa/monella
spp. seguendo la relativa procedura (UNI EN ISO6579-1:2020), al fine di valutare il
rischio di trasmissione all’uomo attraverso il consumo delle carni avicole.

Per ciascun ceppo batterico isolato, la specie di appartenenza e il relativo pro-
filo di AMR sono stati determinati mediante il sistema automatizzato VITEK® 2
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(bioM¢érieux, France), mentre la caratterizzazione della sierovariante ¢ stata ottenuta
mediante PCR (Park et al., 2009). I valori della minima concentrazione inibente
(MIC) per ciascuna molecola sono stati interpretati utilizzando come riferimento i
breakpoints della European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
CAST, 2021).

Sulla base dei risultati ottenuti dalle prove di sensibilita agli antibiotici, ¢ stato ef-
fettuato lo screening molecolare dei geni responsabili della resistenza, a partire dal
DNA batterico estratto mediante bollitura, e impiegando gli stessi primers utilizzati
per I’analisi delle lettiere degli allevamenti.

Infine, ¢ stata effettuata 1’analisi statistica, mediante il software STATA (2019), per
valutare eventuali differenze nella distribuzione dei geni di resistenza tra le due tipo-
logie di allevamento, applicando il T-test (p<<0.05) e per comparare i profili di resi-
stenza fenotipica dei ceppi batterici isolati dalle carcasse dei due gruppi, applicando
il test chi-quadro (y%2) (p<0.05).

Tabella 1. Elenco dei geni di resistenza amplificati mediante PCR a partire dai cam-
pioni di lettiera e carcasse

Antibiotico Geni di resistenza Bibliografia primers*

Aminoglicosidi aadA2; aac(3)IV; aadB Prasertsee et al., 2016; Kozak et al.,
2009

Ampicillin blay,; bla,g, Kikuvi et al., 2010

Carbapenemi IMP; OXA-48; NDM; KPC Hatrongjitet al. 2018

Chinoloni parC El-Tayeb et al., 2017

Cloramfenicolo catAl Kikuvi et al., 2010

Lincomycin InuA; InuB Lina et al., 1999;Bozdogan et al., 1999

Linezolid cfi; optrA; poxtA Bender et al. 2019

Nitrofurantoina nfsA; nfsB Garcia et al., 2017

Quinupristin/ vatD; vgaA; vgaB; vgbB; msrC; Shaw et al., 2018

Dalfopristin vgbA; ermB; vatE

Tetracicline tetA; tetB; tetC; tetL; tetM; tetK; | Kikuvi et al., 2010; Trzcinski et al.

tetA(P); tetB(P) 2000; Aminov et al. 2001; Gevers et al.

2003;Lyras and Rood, 1996;Aminov et
al., 2001

Trimethoprim/ sull; sul2; sul3 Costa et al., 2008

Sulfamethoxazolo

Vancomicina vanA; vanB; vanC1; vanC2; Nomura et al., 2018

vanD; vanM; vanN

*Aminov et al. (2001). J. Appl. Environ. Microbiol. 67, 22-32. Bender et al. (2019).
J. Microbiol. Methods. 160, 101-103. Bozdogan et al. (1999). Antimicrob. Agents
Chemother. 43, 925-929. Costa et al. (2008). Microbial. Drug Resist. 14, 71-77.
El-Tayeb et al. (2017). Braz. J Microbiol. 48, 499-508. Garcia et al. (2017). Micro-
bial Drug Resist.23, 405—412. Gevers et al (2003). J. Appl. Environ. Microbiol. 69,
1270-1275. Hatrongjit et al. (2018). MethodsX. 5, 532-536. Kikuvi et al. (2010). J.
Infect. Develop. Count. 4,243-248. Kozak et al. (2009). J. Appl. Environ. Microbiol.
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75, 559-566. Lina et al., (1999). Antimicrob. Agents Chemother. 43, 1062—1066. Lyras
et al (1996). Antimicrob. Agents Chemother. 40, 2500-2504. Nomura et al. (2018). J.
Microbiol. Methods. 145, 69-72. Prasertsee, et al. (2016). Asian Pac. J. Trop. Dis. 6,
390-395. Shaw et al (2018). Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 37, 959-967. Trzcinski
et al. (2000). J. Antimicrob. Chemother. 45, 763-770.

RISULTATI

Negli allevamenti convenzionali 1 geni di resistenza catAl(per il cloramfenicolo),
aadA?2 (per gli aminoglicosidi), sul2 (per i sulfamidici) € b/laTEM (per I’ampicillina)
sono stati amplificati in tutti i campioni, seguiti dai geni fet (tetracicline), fatta eccezio-
ne per tetB(P) e tetC. Nessuna positivita ¢ stata osservata per le PCR specifiche per i
geni di resistenza per vancomicina, carbapenemi, chinoloni, nitrofurantoina, linezolid
e quinopristina/dalfopristina.

Nella linea antibiotic-free i geni aadA2, sull, sul2, blaTEM, e msrC (specifico per la
resistenza ai macrolidi) sono stati amplificati in tutti gli allevamenti, mentre tutti i geni
tet sono risultati presenti in almeno un allevamento. Il gene varE (specifico per quino-
pristina/dalfopristina) € stato amplificato in un allevamento antibiotic-free (Grafico 1).
Una differenza significativa ¢ stata osservata nella distribuzione di geni di resistenza
tra le due tipologie di lettiere (p=0.02).

W tetA(P) WtetB{(F) mtetd W tetB W tetC W tetl o tethMd | tetk | InuA

uinuB HcatAl WgadA2  Eoac(3)ly Esull W suld mblgTEM m VatE msrC

~ I T I
I T .
o I .

o I

o I

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Grafico 1. Distribuzione de geni di resistenza amplificati a partire dai campioni di
lettiera prelevati negli allevamenti convenzionali (C1-C3) e antibiotic-free (AF1-AF3)

Le indagini microbiologiche delle carcasse hanno permesso di isolare n. 14 ceppi di
Salmonella enterica ugualmente distribuiti tra le due linee di macellazione, apparte-
nenti al sierovarianti Typhi, Thiphymurium ed Enteritidis.

Le prove di sensibilita agli antibiotici hanno evidenziato profili di resistenza multipla
in tutti i ceppi di Sa/monella (Tabella 2), non evidenziando alcuna differenza signifi-
cativa tra le due tipologie di allevamento di origine degli isolati (p>0.05).
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I geni di resistenza amplificati a partire dal DNA batterico sono risultati essere correlati
alle resistenze per tetracicline, aminiglicosidi, nitrofurani, sulfamidici, beta-lattamici,
chinoloni, linezolid, quinopristina/dalfopristina, lincomicina e carbapenemi (Tabella2).

Tabella 2. Profili fenotipici e genetici dei ceppi di Salmonella isolati dalle carcasse
di broiler

ID Ceppo Allevamento | Resistenza fenotipica Geni di resistenza
Salmonella ) ) ) aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
! Typhi* AF1 AK; GEN; NIT, TET tetB; tetC; OXA-48
) Salmonella AF1 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhi* GEN; NIT; TET tetB; tetC, tetL; OXA-48
3 Salmonella AFL AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhi* GEN; NIT; TSZ; TET tetB; tetC; tetL; sull; sul2
4 Salmonella c1 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhi* GEN; NIT; TET tetB; tetC; tetL
5 Salmonella c1 AK; AML; AMP; CXT; aadA2; parC; nfsA; nfsB;
Typhi* GEN; NIT; TET bla, . tetA; tefB; tetC; optrA
6 Salmonella AF1 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhimurium* GEN; NIT; TET tetB; tetC; tetl
7 Salmonella AF1 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhimurium* GEN; NIT; TET tetB; tetl
3 Salmonella c1 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Typhimurium* GEN; NIT; TET tetB; tetC; tetL; OXA-48
Salmonella . ) . aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
? Typhimurium* 1 AK; GEN; NIT; TET tetB; tetC; tetL; OXA-48
10 Salmonella 2 AK; CXT; GEN; NIT; parC; nfsA; nfsB; tetA, terB;
Typhimurium* TET tetC
Salmonella NIT; QPD; STP; TET; ) ) )
11 Enteritidis* C1 VAN parC; ItetM; tetL; InuB
Salmonella
12 Enteritidis* C2 AK; GEN; NIT; TET parC; terB, tetC
13 Salmonella AF2 AK; GEN; NIT; TSZ; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;,
Enteritidis* TET tetL; sull; sul2
14 Salmonella AF2 AK; AML; AMP; CXT; | aadA2; parC; nfsA; nfsB; tetA;
Enteritidis* GEN; TET tetB; tetl

AML: amoxicillina; AMP: ampicillina; CIP: ciprofloxacina; CTX: cefotaxime;
CZD: ceftazidime; ERP: ertapenem; MRM: meropenem; NIT: nitrofurantoina; PTZ:
piperacillina-tazobactam; TET: tetracicline; TSZ: trimethoprim-sulfamethoxazolo.

DISCUSSIONE

I risultati ottenuti confermano il ruolo delle lettiere e delle deiezioni animali nella
diffusione ambientale dei determinanti di AMR, che, attraverso varie fonti (prodotti
di origine animale, reflui, vegetali, altre specie animali) possono raggiungere I’uomo
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e comprometterne la salute, rendendo piu difficoltosa la scelta di opzioni terapeuti-
che efficaci in medicina umana (EFSA, 2021).

Nonostante la linea antibiotic-free non preveda I’impiego di molecole antimicrobi-
che, la filiera avicola investigata in questo studio ha dimostrato un’ampia diffusione
di geni di resistenza, sollevando dubbi sull’effettivo ruolo delle produzioni alternati-
ve nella riduzione dell’AMR. E probabile che il ridotto numero di allevamenti cam-
pionati possa aver influito su tale risultato, anche se i dati disponibili in bibliografia
non sono del tutto univoci nel considerare il ruolo protettivo degli allevamenti senza
uso di antibiotici nei confronti della selezione dei fattori di AMR. In particolare,
un’ampia diffusione del gene fetM ¢ stata recentemente riportata in campioni feca-
li di galline ovaiole e broiler di allevamenti antibiotic-free in Australia (Liu et al.,
2020), cosi come il gene fetA ¢ risultato particolarmente abbondante in un alleva-
mento della stessa tipologia, ubicato in Nord-Italia (Salerno et al., 2022).

In effetti, le tetracicline rappresentano ancora una delle classi di antibiotici maggior-
mente prescritte per gli animali da reddito in Italia, nonostante sia stato possibile
osservare nello stesso periodo una forte contrazione del loro utilizzo soprattutto ri-
spetto ad altri Paesi UE (EMA, 2021). A conferma di cio, la filiera avicola investi-
gata in questo studio ha considerevolmente ridotto 1I’'impiego delle tetracicline per i
trattamenti terapeutici degli animali, escludendo questa tipologia di molecole anche
negli allevamenti convenzionali (Dr. Ruffini, comunicazione personale).

Tuttavia, non ¢ possibile escludere che i geni di resistenza riscontrati negli alle-
vamenti antibiotic-free siano la conseguenza dei trattamenti antibiotici eseguiti in
passato, in grado di esercitare una pressione selettiva a lungo termine nell’ambiente
(Khine et al., 2022), o che siano presenti altre fonti di contaminazione ambientale
(acqua, alimenti o volatili selvatici) che non sono state oggetto di indagine (EFSA,
2021; Storey et al., 2022).

Sulla base di queste informazioni sarebbe utile predisporre Piani di Sorveglianza
dell’AMR che includano diverse tipologie di campioni biologici e/o ambientali nel-
le filiere alimentari di origine animale ¢ che possano monitorare nel tempo un’e-
ventuale riduzione della disseminazione dei pattern di resistenza nelle produzioni
alternative.

Le indagini microbiologiche eseguite sulle carcasse provenienti dalle stesse tipolo-
gie di allevamento hanno ulteriormente evidenziato un quadro contraddittorio nei
confronti della linea antibiotic-free, poiché i profili di AMR non sembrano essere in-
fluenzati dalla tipologia produttiva. Infatti, tutti i ceppi di Salmonella, indipendente-
mente dalla loro origine, hanno mostrato profili di resistenza multipla (beta-lattami-
ci, nitrofurani, sulfamidici e tetracicline), risultando positivi anche ai rispettivi geni
di resistenza fet, sul, e nfs, suggerendo un rischio di trasmissione al consumatore di
questi patogeni.

I dati disponibili in letteratura riportano una diversa distribuzione di E. coli anti-
biotico-resistenti negli allevamenti avicoli antibiotic-free in relazione alla molecola
considerata, ad esempio piu alta per tigeciclina, azitromicina e gentamicina, e sen-
sibilmente piu bassa per quanto riguarda cefotaxime, ceftazidime e ciprofloxacina,
mentre i ceppi multi-resistenti appaiono ugualmente distribuiti (Musa et al., 2021).
Al contrario, il sistema di allevamento non sembra influire sulla probabilita di isolare
ceppi resistenti di Salmonella, E. coli ¢ Campylobacter spp. da carne avicola (Mil-
Iman et al., 2013; Dixie et al., 2014).
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Anche in questo caso sarebbe auspicabile svolgere ulteriori indagini per escludere
eventuali altre fonti di contaminazione diversi dagli allevamenti di origine, probabil-
mente collegate alle possibili cross-contaminazioni che si possono verificare lungo
la catena di macellazione.

CONCLUSIONI

In questo studio ¢ stato applicato un approccio multidisciplinare, basato su meto-
di coltura-indipendenti e tecniche microbiologiche piu tradizionali, ¢ coinvolgendo
I’intera filiera produttiva del pollo da carne, partendo dagli allevamenti fino alla ma-
cellazione degli animali, al fine di ottenere un’ampia valutazione del livello di diffu-
sione dei determinanti di AMR nel settore avicolo. I profili di resistenza riscontrati
sono quelli relativi alle molecole pit comunemente impiegate nella pratica clinica
veterinaria, ma sono state evidenziate anche resistenze nei confronti di antibiotici
criticamente importanti per la salute umana. La filiera antibiotic-free non sembra
influire sulla distribuzione di Salmonelle multi-resistenti, sottolineando 1’esigenza di
approfondire le indagini nei confronti dei sistemi alternativi di allevamento, sempre
piu richiesti dal consumatore perché percepiti come efficaci nel produrre alimenti
piu sostenibili e sani.
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Summary

Salmonella infection in chickens continues to be a major public health concern.
Among Salmonella enterica serovars, Typhimurium is the cause of severe intestinal
pathology in young chicks and economic losses for the poultry industry. Additionally,
S. Typhimurium could infect humans and result in an acute gastrointestinal infection.
Controlling S. enterica in poultry industry is an ongoing concern for several countries
around the world. Increasing the genetic resistance of chicken to salmonella by genetic
selection programs, which may be carried out using phenotypic or genotypic data, is
an efficient way to prevent salmonellosis. The first generations of simple crossing be-
tween Fayoumi (F) and Rhode Island Red (R) breeds and their 2F2R and reciprocal
YRYF crosses were utilized to estimate heterotic effects. Also, the polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was used to detect
polymorphic associations of gallinacin (Gal) genes (Gal2, Gal3, Gal4 and Gal5) with
caecal bacterial count of S. Typhimurium, and IgA, IgG and IgM antibody titres in
the studied populations. The chicks of each genetic group (120 birds) were infected
with S. Typhimurium at 10 day of age (10° cfu/chick). The R breed had a significantly
higher least square mean of S. Typhimurium load, followed by 2F'2R cross, /2RY2F
cross, and F breed while, The F breed had the highest LSMs of IgA, IgG, and IgM an-
tibody titres, followed by 2R'4F cross, Y2F'4R cross, and the R breed. Direct heterosis
estimates were significant for S. Typhimurium count and IgA antibody titre, but not
for IgG and IgM antibody titres. For molecular associations, the CC genotype of Gal3
gene had a significant lower S. Typhimurium count and higher IgA and IgM antibody
titres than TT genotype in R breed, while the birds of the genotype TC had lower
significant S. Typhimurium count in 2RYF crossbred and significant higher antibody
titres in 2F%R crossbred. In the Gal4 gene, birds with the GG genotype had a lower
significant S. Typhimurium count and IgA, IgG and IgM antibody titres than birds with
the AA genotype in R breed, but birds of the genotype AG had higher significant IgA,
IgG and IgM antibody titers in /2R’2F crossbred than the birds of GG and AA geno-
types. Birds with the CC genotype of Gal5 gene had lower significant S. Typhimurium
count and higher IgA and IgG antibody titers. The birds with genotype AA had lower
significant S. Typhimurium count and higher significant IgA and IgG antibody titers
than birds with CA genotype. This study suggested that the Fayoumi breed may be
employed in breeding programs to boost immunity against S. Typhimurium in chick-
ens, and the Gal3, Gal4, and Gal5 genes might be used as marker-assisted selection in
chicken selection programs to increase S. Typhimurium resistance.
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INTRODUCTION

Salmonella enterica is among the most common bacteria infecting chickens. It
is a Gram-negative, facultative anaerobe microbe that is flagellated and rod-
shaped. S. enterica infection in chickens can occur at any age, but hatched chicks
are more sensitive to the infection (Gast, 1997). Salmonella enterica, Salmonella
bongori, and Salmonella subterranea are the three species included within the
genus Salmonella. Human salmonellosis is mostly due to the consumption of
contaminated chicken meat and eggs. As a result, the occurrence of salmonella
infections in chicken flocks and their management are still major public health
concerns (Yang et al., 2019). S. enterica (S.) serovars Enteritidis and Typhimuri-
um can survive in the chickens’ gastrointestinal tract (GIT), particularly in the
caecum. In birds, S. enterica produces both systemic and asymptomatic infec-
tions (Li et al., 2018).

Vaccination is a frequently used method of disease prevention. Producers that
have a little number of poultry rarely vaccinate them. These circumstances put
small-scale chicken farms at risk of infection, which could lead to the contam-
ination of meat and eggs. This problem could be overcome by selecting chicks
that are resistant to the infectious pathogens. Enhancing chicken health is a fun-
damental objective of poultry breeding, and crossbreeding is one of the strat-
egies for leveraging genetic variety. Genetic polymorphism is becoming more
relevant as a source of genetic markers in several sectors of chicken breeding.
Characterization of molecular markers, as well as functional genomic approach-
es, could be used to improve immune responses against Salmonella in chickens.
Researches on resistance to Salmonella spp. in poultry have showed that the ge-
netic effects are significant (Kramer et al., 2003; Iraqi et al., 2011; Zhang et al.,
2020). Molecular technologies are being used as a new frontier for identifying
molecular markers to be employed in marker-assisted selection procedures in
order to achieve larger genetic gains in crossbreeding programs (Wakchaure et
al., 2015).

Gallinacin genes 1 to 13 were localized on chromosome 3 in chickens, and each
gallinacin gene has the same genomic structure of four short exons separated
by three different length introns (Xiao et al., 2004). Gallinacin transcription has
been found to be abundant in cells involved in the innate immune system re-
sponse to microbial pathogens (Ganz, 2003; Xiao et al., 2004), and they have
antibacterial efficacy against both Gram-positive and Gram-negative bacteria
(Higgs et al., 2005). The proposed activity mechanism consists of the initial
binding to the bacterial membrane through electrostatic interactions, followed by
the penetration within the cytoplasmatic environment and, finally, the interaction
with the machinaries devoted to the RNA, DNA and protein synthesis, blocking
them (Hasenstein and Lamont, 2007; Zhang et al., 2020).

The haplotypes of the immune-related genes have shown strong correlations
with the immune response against salmonella in chickens (Hasenstein et al.,
2006; Legarra et al., 2011; Ardiyana et al., 2020). However, there have been
few studies about the relationship between gallinacin genes and immunological
characteristics in chickens. In an effort to go deeper into some of these ideas, the
main objectives of the current study to estimate direct heterosis on caecal S. Ty-
phimurium bacterial count and antibody titers of IgA, IgG, and IgM in crossing
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between Fayoumi and Rhode Island Red chickens, to determine associations of
Gal2, Gal3, Gal4 and Gal5 genes with S. Typhimurium bacterial count, and IgA,
IgG, and IgM antibody titers.

MATERIAL AND METHODS

Crossbreeding

A crossbreeding experiment was conducted between Fayoumi (F) and Rhode
Island Red (R) to obtain “2FR cross and its reciprocal %2R'F cross. Chicks of
F, R, "AF%R and “2RYF populations (120 birds from each genetic group) were
inoculated with S. Typhimurium at 10 days of age (10° colony-forming units
(cfu) in 1 ml per chick).

Examination of the bacterial count in the caecum and antibody titres

At the 10" week of age, 24 birds from each group’s caccum were sampled for
bacteria using S. Typhimurium culture and quantification methods (Saleh et al.
2021). In order to detect the antibody titres, blood samples were collected in
the 4™ week of age from 12 chicks from each population. Antibody titres were
detected using the Calbiotech Inc. (CBI) Salmonella spp. IgA, IgG, and IgM
ELISA Kits (Cat#: ST093G 96 Tests).

Blood sampling, DNA extraction and PCR-RFLP

For the PCR-RFLP assays, 96 blood samples from the four genetic groups of
chickens were obtained (24 samples from each population of F, R, 4F'42R and
%RYF chicks). The primers, DNA extraction process, polymorphic assessment
of genetic immune response of Gal2, Gal3, Gal4 and Gal5 genes, and PCR-
RFLP test for genotyping SNPs of Gal genes on chromosome 3 utilizing Hpy-
CHA41V, Aval, Alul, and Hinfl restriction enzymes, along with the procedures,
have been previously described (Saleh et al., 2021).

Statistical models for estimating heterotic effects and polymorphic associations
Data of S. Typhimurium bacterial count and IgA, IgG, and IgM antibody titers
were analyzed using the animal model and the estimation of heterotic effects as
described by Saleh et al. (2022). Also, the animal model used to detect the poly-
morphic associations among genotypes of Gal genes and immunity traits was
described by Saleh et al. (2021).

RESULTS

Populations means

The generalized least square means (GLMs) for S. Typhimurium count bacterial
count and antibody titers were presented in Figure 1. The results showed that the
bacterial counts of S. Typhimurium in R breed were highly significant, followed
by 2F%R cross, 2RYF cross and F breed, while the means of IgA, IgG, and IgM
antibody titers in F breed were highly significant, followed in descending order
by Y2RV:F cross, 2FR cross, and R breed.
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Figure 1. Generalized least-square means for Sa/monella Typhimurium count and
antibody titers as affected by genetic group of chicks. R= Rhode Island Red breed;
2RYF = Rhode Island Red x Fayoumi; 2F2R= Fayoumi x Rhode Island Red; Dif-
ferent letters indicate significant differences at p<0.05; cfu= colony forming units;

OD= optical density.
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Heterosis effects

The heterotic effects were significant for S. Typhimurium count, and for IgA anti-
body titer, but non-significant for IgG and IgM antibody titers (Figure 2). In addition,
the heterotic percentages for S. Typhimurium count and IgA antibody titer were sig-
nificant (p< 0.01).

Figure 2. The generalized least square solutions of heterotic effects for microbio-
logical and immunological traits in crossing Fayoumi with Rhode Island Red chick-
ens. Percentages of heterosis computed as {Estimate of in heterosis units/[(F+R)/2]
x100}; ns = non-significant; ** = significant differences at p<0.01; cfu= colony
forming units; OD= optical density.
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PCR amplification and digestion

PCR products of 583, 664, 600 and 623 bp in size for Gal2, Gal3, Gal4 and Gal5
genes respectively, were amplified in the four studied populations. The PCR-
RFLP digestion of PCR products in parents and F, progeny using the HpyCh4IV
restriction enzyme for Gal2 gene were monomorphic and included two fragments
of 388 and 195 bp (CC genotype). For the Gal3 gene, the PCR-RFLP digestion
with Aval produced fragments including a single uncut fragment of 664 bp (TT
genotype; the common homozygote), two fragments of 443 and 221 bp (CC gen-
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otype; the minor homozygote) and three fragments of 664, 443 and 221 bp (TC
genotype; the heterozygote). For the Gal4 gene, the Alul restriction enzyme pro-
duced fragment sizes of 600, 416 and 184 bp, the major homozygote was AA and
the AG genotype was the heterozygote, while the GG genotype was the minor
homozygote. For the Gal5 gene, the PCR-RFLP products of 623, 402 and 133 bp
digested by the Hinfl restriction enzyme represented the major CC homozygote,
the CA heterozygote and minor AA homozygote.

Polymorphic associations between the genotypes of Gal genes and studied traits
The Gal2 gene in all populations was monomorphic and Gal3, Gal4 and Gal5
genes were monomorphic in the F breed, so they were excluded from the associ-
ation analysis. The genotypes of Ga/3 gene were associated significantly with S.
Typhimurium count, along with IgA, IgG and IgM antibody titres (Figure 3). The
genotype CC of Gal3 gene breed had lower significant S. Typhimurium count and
higher IgA and IgM antibody titers than TT genotype in R and 2R'4F chickens.
The TC genotype in 2R'2F crossbred had a lower significant S. Typhimurium
count than TT genotype and there were non-significant differences between the
TC and CC genotypes for S. Typhimurium count between, while the TC genotype
had higher IgA and IgM antibody titres than CC in 2F'2R crossbred.

Figure 3. Generalized least square means for immune traits as affected by SNP
genotypes of the Gal3 gene in all studied populations. R= Rhode Island Red
breed; /2R%F = Rhode Island Red x Fayoumi; }2F2R= Fayoumi x Rhode Island
Red; ns = non-significant; * = significant differences at p<0.05; cfu= colony form-
ing units; OD= optical density.
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The SNP genotypes of Gal4 gene were associated significantly with S. Typh-
imurium count and IgA, IgG and IgM antibody titres (Figure 4). The genotype
GG had lower S. Typhimurium count and higher IgA, IgG and IgM antibody titres
than AA genotype in R breed. There were not significant differences between
the genotypes of Gal4 for S. Typhimurium count in 2R%F crossbred, while, the
genotype AG had higher significant IgA, IgG and IgM antibody titres than AA
and GG genotypes in 2R!.F crossbred. There were not significant differences
between the AG and GG genotypes for S. Typhimurium count and IgA, IgG and
IgM antibody titres in 2F%R crossbred.
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Figure 4. Generalized least square for immune traits as affected by SNPs genotypes
of Gal4 gene in all studied populations. R= Rhode Island Red breed; /2R’2F = Rhode
Island Red x Fayoumi; Y2F"2R= Fayoumi % Rhode Island Red; ns = non-significant; *
= significant differences at p<0.05; cfu = colony forming unit; OD = optical density.
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There were significant associations between the genotypes of Gal5 gene and S. Ty-
phimurium count, and IgA, IgG, and IgM antibody titres (Figure 5). The genotype
CC had significant lower S. Typhimurium count, and higher IgA and IgG antibody
titres in R breed. Significant differences between the genotypes of Gal5 were not
observed for S. Typhimurium count, and IgA, IgG, and IgM antibody titres in 2R Y2F
crossbred. The birds with AA genotype had lower significant S. Typhimurium count,
and higher IgA and IgG antibody titres in Y2F’4R crossbred.

Figure 5. Generalized least square means for immune traits as affected by SNPs
genotypes of Gal5 gene in all studied populations. R= Rhode Island Red breed;
%RYF = Rhode Island Red x Fayoumi; 2F2R= Fayoumi % Rhode Island Red; ns
= non-significant; * = significant differences at p<0.05; cfu = colony forming unit;
OD = optical density.
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DISCUSSION

The generalized least square means indicated that the F breed had lower S. Typh-
imurium count and higher antibody titres. These findings revealed that the F breed
was more resistant to Salmonella than the R breed. Gebrerufael et al. (2015) reported
that there was a difference in the susceptible to salmonellosis between the local and
F breeds, and the Koekoek breed had a significantly higher S. Typhimurium count
than the local and F breeds. In comparison to Leghorn and other breeds, the F are re-
garded less vulnerable to several poultry infections such as Salmonella spp., Eimeria
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spp., Marek’s disease airus and avian influenzavirus (Cheeseman, 2007; Schilling et
al., 2019). All those suggests that crossing F and R breeds could improve the immu-
nity responses in broilers against S. Typhimurium. The estimates of heterosis previ-
ously reported by Iraqi et al. (2011) indicated significant reduction in Sal/monella
cells count associated with significant increase in antibody titers at 4" week of age.
The current research specifically investigated the polymorphic associations of four
Gal genes to caecal S. Typhimurium count and antibody titers in F, R, 2F/2R and
RIAF chickens. Those genes are functionally equivalents to the mammalian beta-
defensins and are crucial for chickens’ innate defenses against bacterial pathogens
(Hasenstein et al., 2006). There were significant differences between the genotypes
of Gal3, Gal4 and Gal5 gene for S. Typhimurium count, and IgA, IgG, and IgM
antibody titres in R, /2F%4R and 42R!F chickens. Hasenstein and Lamont (2007)
demonstrated that Gall, Gal2, Gal4, Gal7, Gal8, Gal9 and Gall(0 had no significant
relationships with caecal bacterial load in chicks from an intercross line. Zhang et
al. (2020) found that the five SNPs detected in Gal5 were strongly associated with
sensitivity to Salmonella spp. The association among haplotypes and IgA, IgG and
IgM antibody titers against S. Typhimurium may provide useful information to select
chicks with superior adaptive immune response. According to the reported findings,
the genotypes of the Gal3, Gal4 and Gal5 genes could be utilized for marker-assisted
selection in breeding strategies, one of which was to increase hens’ resistance to S.
Typhimurium.

CONCLUSION

Crossing F and R resulted in a favorable heterotic reduction in S. Typhimurium bac-
teria load. The 2R':F cross might be utilized to boost chick resistance against S.
Typhimurium, which would be accompanied by higher antibody titers and lower
S. Typhimurium colonization. The molecular associations indicated that utilizing
the SNP markers (T222C, A188G, and C80A in the Gal3, Gal4, and Gal5 genes,
respectively) may aid in the identification of genotypes with the best potential for
improving chicken immune traits against S. Typhimurium and growth performance.
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Summary

Riemerella anatipestifer (RA) is a rod-shape, non-spore forming, non-motile,
gram-negative pathogen that infects many species of birds, especially goose,
ducks and turkeys. Chickens, pheasant and wild birds can also be affected. RA
occurs as an acute or chronic infection characterized by a severe polyserositis
with fibrinous pericarditis, perihepatitis, airsacculitis and meningitis. RA is a
worldwide pathogen that causes important economic damages in poultry industry
due to the high mortality rate and the costs linked to antimicrobial treatments. The
presence of 21 serotypes of RA represents an issue both for the diagnosis and the
control of the disease. The diagnostic tools actually available not always permit
to give a reliable and quick diagnosis.

In order to investigate the disease caused by RA, we developed an antibody to be
used for immunohistochemistry (IHC) and validated an IHC protocol to detect
RA antigens in tissue sections.

For the experimental protocol, ten 1-day-old turkeys, declared not vaccinated for
RA, were intravenously (IV) infected with RA serotype 1, which results the most
common serotype responsible for recurrent outbreaks of the disease in Italian
poultry flocks. Five days post-infection, the animals were euthanized. All the sub-
jects underwent to gross examination during which swabs were performed from
the air sacs and joints and submitted in pools for PCR. From all animals, samples
of the pericardium, lung, liver, spleen, brain and joints were collected and rou-
tinely processed for histopathology and IHC. The IHC was performed using the
automatic immunonostainer BenchMark Ultra (Ventana, Roche). The slides were
incubated with the polyclonal anti-Riemerella serotype 1 antibody, produced in
rabbits, at a dilution of 1:2000 for 32 minutes at room temperature. Tissue sec-
tions from naturally infected animals (positive control) and from three Specific
Pathogen Free (SPF) turkeys, not infected (negative control), were included in
each run. Histologically all the subjects showed multifocal to diffuse heterophilic
infiltration with fibrinous exudation in meninges, synovial membranes, pericar-
dium and splenic serosa. The liver and lung samples showed diffuse oedema and
vascular congestion with the presence of intravascular fibrinous thrombi. THC
positivity was revealed in the fibrinous heterophilic exudate in the spleen of all
the subjects, in the 8/10 pericardium, 8/10 lungs, 5/10 liver, 9/10 meninges and
9/10 synovial membranes. All the tissues from uninfected animals (negative con-
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trol) were IHC negative.

The results obtained in this study suggest that the correlation between IHC, clin-
ical signs and anatomo-histopathological lesions permits to quickly confirm the
presence of RA in the farm allowing the vet to undertake the most appropriate
treatment for the animals.

INTRODUZIONE

Riemerella anatipestifer (RA) ¢ un batterio bastoncellare, non sporigeno, immo-
bile, Gram negativo patogeno primario per molte specie avicole, nelle quali causa
infezioni sia acute sia croniche con pesanti conseguenze per il settore avicolo
(Ruiz and Sandhu, 2013), dovute agli elevati tassi di mortalita, scarti alla macel-
lazione, riduzione dell’indice di conversione alimentare e costi legati all’utilizzo
di antimicrobici per contenere la malattia.

L’agente eziologico RA causa polisierositi fibrino-eterofiliche in diverse specie di
avicoli in particolar modo anatre, oche e tacchini (Sandhu, 2003), ma ¢ stato se-
gnalato anche in altre specie di uccelli quali polli, fagiani e volatili selvatici (Wo-
beser and Ward, 1974). Gli animali giovani sono piu vulnerabili, con differenze
legate alla specie, e la malattia si riscontra in generale entro le 10 settimane d’eta.
La trasmissione di RA sembra avvenire principalmente per via aerogena e tramite
ferite cutanee; tuttavia carenze nutrizionali, stress, condizioni climatiche avverse
e patologie concomitanti (Rubbenstroth et al., 2009) potrebbero rappresentare
fattori predisponenti, soprattutto in soggetti molto giovani (Chang et al., 2019).
Le lesioni anatomopatologiche, sovrapponibili in tutte le specie colpite, consisto-
no principalmente in perisplenite, periepatite, aerosacculite, artrosinovite e me-
ningite fibrinosa (Gyuris et al., 2018).

Gli strumenti attualmente disponibili per la prevenzione ed il contenimento della
malattia sono I’immunizzazione degli animali tramite vaccinazione, le buone pra-
tiche d’allevamento e 1’utilizzo corretto di antimicrobici. La presenza di almeno
21 sierotipi di RA (Ruiz & Sandhu, 2013), I’elevata variabilita antigenica degli
stessi e la scarsa cross-protezione del vaccino, rendono tuttavia quest’ultimo poco
applicabile nella pratica quotidiana a meno che non si sia sierotipizzato il ceppo
circolante. Elevate misure di biosicurezza e il corretto utilizzo di antimicrobici di-
ventano quindi indispensabili per prevenire e controllare la malattia. In presenza
di malattia in allevamento, 1’isolamento e 1’identificazione di RA risultano crucia-
li per una corretta diagnosi, sebbene studi precedenti abbiano evidenziato alcuni
limiti identificativi delle metodiche di laboratorio attualmente in uso, dovuti alla
vicinanza filogenetica con specie microbiche dello stesso genere o di generi affini
(Hess et al., 2013), ipotizzando anche un legame con la fase di infezione (Pickrell,
1996).

Dal punto di vista anatomopatologico RA causa lesioni anatomopatologiche mol-
to caratteristiche, ma non patognomoniche, che devono essere poste in diagnosi
differenziale con altri batteri che possono causare quadri patologici simili. Dia-
gnosi differenziali includono colibacillosi, salmonellosi, pasteurellosi e strepto-
coccosi (Chikuba et al., 2016).

Ad oggi non esistono in commercio anticorpi utilizzabili in immunoistochimica
(IHC) che consentano di identificare RA nel contesto delle lesioni anatomopato-
logiche.
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Lo scopo di questo lavoro ¢ stato mettere a punto un protocollo di IHC che possa
affiancare la valutazione anatomopatologica delle lesioni in animali sintomatici.
Questo lavoro ¢ parte di uno studio piu ampio (Progetto di Ricerca Corrente 1ZS
VE 14/16) che ha preso in esame diversi aspetti dell’infezione da RA attraverso
diverse fasi progettuali.

MATERIALI E METODI

Fase sperimentale

Dieci tacchini ibridi Aviagen di 1 giorno, figli di riproduttori dichiarati non
vaccinati per RA, sono stati stabulati in isolatori a ventilazione forzata attraverso
filtri HEPA, contenenti ciascuno 5 soggetti. Da ciascun soggetto ¢ stato effettuato
un tampone tracheale da sottoporre a PCR per RA sia all’arrivo che all’eta di
14, 41 e 54 giorni. Al 54° giorno di vita, gli animali sono stati infettati per via
endovenosa (EV) con un ceppo di RA di campo sierotipo 1 ST 46, che risulta
epidemico negli allevamenti di tacchini da carne italiani (Bano et al., 2020). Il titolo
degli inoculi batterici utilizzati per I’infezione era pari a 10° UFC/mL, ottenuto su
1 ml di soluzione fisiologica. Dopo ’infezione gli animali sono stati monitorati
per 5 giorni e sono stati registrati eventuali sintomi clinici/mortalita. Al quinto
giorno post infezione gli animali ancora in vita sono stati soppressi. Al termine
della prova tutti i soggetti sono stati sottoposti ad esame anatomo-patologico nel
corso del quale sono stati eseguiti tamponi dai sacchi aerei e dalle articolazioni
tibio-tarso-metatarsali, da sottoporre, in pool per gruppo sperimentale, a ricerca
RA tramite PCR.

Indagini istopatologiche ed immunoistochimiche (IHC)

Da tutti i soggetti sono stati prelevati campioni di pericardio, polmone, fegato,
milza, cervello e articolazioni da sottoporre ad indagine istopatologica. I campioni
sono stati fissati in formalina tamponata 10% per un tempo compreso tra 24 e 72
ore, routinariamente processati e inclusi in paraffina. Sezioni di tessuto di 3 pm
sono state colorate in ematossilina eosina e valutate istologicamente.

Su sezioni di tessuto di 4 um ¢ stata condotta I’indagine immunoistochimica
utilizzando 1I’immunocoloratore automatico

BenchMark Ultra (Ventana, Roche). Per lo smascheramento antigenico ¢ stato
utilizzato benchmarck ULTRA Cell Conditioning Solution CC2 pH 6.0 a 91°C per
24 minuti; successivamente i vetrini sono stati incubati con 1’anticorpo policlonale
anti -Riemerella sierotipo 1 prodotto in coniglio [applicando protocolli consolidati
disponibili in letteratura (Bisgaard M., 1982). La produzione ¢ avvenuta sulla
base dell’autorizzazione n° 124/2019-PR del 12/2/2019 rilasciata dal Ministero
della Sanita, Direzione Generale della Sanita Animale e dei Farmaci Veterinari],
alla diluizione di 1:2000 per 32 minuti a temperatura ambiente. Come sistema di
rivelazione e cromogeno ¢ stato utilizzato I’UltraView Universal DAB detection
Kit, della ditta Roche (cod. 052697806001). Come contro-colorazione ¢ stata
usata Ematossilina per 8 minuti.

In ogni corsa sono state inserite sezioni di tessuto da animale con infezione
naturale da RA confermata (controllo positivo) e sezioni di tessuto di tre tacchini
Specific Pathogen Free (SPF), non infettati (controllo negativo).
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RISULTATI

I tamponi tracheali di tutti i soggetti sono risultati negativi alla PCR per RA in-
dipendentemente dal giorno del campionamento. La PCR eseguita sui pools di
tamponi eseguiti dai sacchi aerei e dalle articolazioni prelevati in sede autoptica,
¢ risultata positiva.

Dopo 24 ore dall’inoculazione EV, tutti i soggetti presentavano debolezza, abbat-
timento, riluttanza al movimento e diarrea.

A 48 ore dall’infezione, oltre ai sintomi precedentemente descritti, due animali
dello stesso isolatore manifestavano incoordinazione e tumefazione dell’articola-
zione tibio-tarso-metatarsale sx, rispettivamente; nell’altro isolatore un solo sog-
getto manifestava incoordinazione e depressione del sensorio.

A 72 ore post infezione un soggetto presentava atteggiamento a “cane seduto” con
arti inferiori distesi in avanti.

All’esame autoptico tutti i soggetti presentavano artrosinoviti fibrino-eterofiliche
bilaterali delle articolazioni tibio-tarsiche, epato- e splenomegalia (eccetto due
soggetti), pericardite fibrinosa, opacizzazione dei sacchi aerei talvolta con inizia-
le essudazione fibrinosa, sinusite e tracheite catarrale. Non sono state osservate
lesioni macroscopiche a carico degli altri organi.

L’indagine istopatologica ha evidenziato in tutti i soggetti, da multifocale a dif-
fusa infiltrazione eterofilica con essudazione fibrinosa e presenza di piu rari ma-
crofagi, a carico di meningi, membrane sinoviali, pericardio e sierosa splenica.
I campioni di fegato e polmone presentavano diffuso edema e congestione va-
sale con presenza di trombi fibrinosi endovasali. L’indagine IHC ha evidenziato
immunopositivita a carico dei focolai di flogosi fibrino eterofilica nella milza
(10/10 soggetti), cuore e pericardio (8/10 soggetti), polmone (8/10 soggetti), fe-
gato (5/10 soggetti), meningi (9/10 soggetti) e membrane sinoviali (9/10 sogget-
ti). Tutti i campioni di controllo negativo (tessuti da animali non infettati) sono
risultati negativi all’indagine IHC.

DISCUSSIONE

RA ¢ un patogeno diffuso a livello mondiale che anche in Italia ha dato origine
ad epidemie che ad ondate hanno causato importanti perdite economiche per il
settore avicolo legate sia ai danni zootecnici sia all’impiego di farmaci per con-
tenere la patologia. Nell’ultimo decennio si ¢ assistito a ondate epidemiche che
hanno avuto il loro apice nel 2015, anno in cui si € ricorso anche all’utilizzo di
vaccini stabulogeni per I’immunizzazione massiva degli animali. L’efficacia della
vaccinazione dipende, oltre che dal protocollo utilizzato, anche dalla conoscenza
del sierotipo circolante in quel momento nell’allevamento. La sierotipizzazione
di conseguenza pur rimanendo strumento fondamentale ed indispensabile per lo
sviluppo di vaccini necessari alla lotta alla malattia, deve poter essere affiancata
da metodiche diagnostiche sensibili e rapide, di facile utilizzo nella pratica quo-
tidiana, e che non risentano di eventuali trattamenti antimicrobici somministrati
agli animali.

La polisierosite fibrino eterofilica causata da RA, pur essendo fortemente indica-
tiva di malattia, non puo essere considerata comunque patognomonica e devono
essere considerate in diagnosi differenziale altre cause batteriche.

La messa a punto di un protocollo di IHC ha consentito, negli animali oggetto di
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sperimentazione, di evidenziare la presenza del patogeno nelle lesioni riscontrate,
attraverso una forte risposta immuno-cromogenica all’anticorpo utilizzato.

In questo lavoro, la positivita all’IHC ¢ stata riscontrata infatti nella maggioranza
dei soggetti infettati negli organi ritenuti target come dimostrato da studi prece-
denti (milza, sinovia, meningi, pericardio, polmoni e fegato).

I polmoni ed il fegato, pur non presentando lesioni istopatologicamente significa-
noistochimica a carico dei trombi vasali.

Considerati i diversi distretti anatomici interessati dall’infezione da RA e la scarsa
efficacia, in particolare per alcune localizzazioni, dei farmaci antibatterici mag-
giormente in uso negli avicoli, la profilassi vaccinale ¢ da preferire sicuramente
ad un approccio terapeutico. Tuttavia elevate misure di biosicurezza e 1’utilizzo
di antimicrobici risultano indispensabili nelle prime fasi della malattia, per con-
tenerne la diffusione.

Gli ottimi risultati ottenuti dalla prova sperimentale consentono di poter affer-
mare che I’THC puo essere ritenuta una metodica sensibile, poco costosa e di piu
rapida esecuzione rispetto ad esempio all’esame colturale che, peraltro, puo an-
che risentire negativamente di eventuali trattamenti antimicrobici. Inoltre, rispet-
to alla PCR, I’IHC consente di localizzare la presenza del patogeno nelle lesioni
istopatologiche, non limitandosi solo alla presenza del materiale genetico.

CONCLUSIONE

Il protocollo IHC messo a punto in questo studio consente quindi la correlazione
tra sintomatologia clinica, lesioni anatomo-istopatologiche e IHC, permettendo in
tempi rapidi di confermare la presenza di RA, sierotipo 1, in allevamento.
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Summary

In order to investigate the protective effects of vaccines to prevent riemerellosis in
turkeys, a reliable experimental model for the reproduction of the disease is needed.
In the present study, we tried to reproduce the clinical signs and lesions through
different infection routes: intramuscular (IM), ocular conjunctival (OC) and intrave-
nous (IV). A field strain of Riemerella anatipestifer (RA) serotype 1, sequence type
(ST) 46, considered epidemic in Italian meat-turkey flocks, was used for the inocula
preparations. The IM and OC routes failed to produce signs or macroscopic lesions,
and attempts to reisolate the organism were unsuccessful. However, RA was detect-
ed by PCR in tracheal swabs collected at the end of the trial from birds inoculated
via the OC but not via IM route. Typical clinical signs and lesions were seen only in
the turkeys given intravenously inoculation at 57 days of age.

Serological investigations performed through an indirect ELISA developed in house
showed that anti-RA antibodies increased in one week post-infection in both OC and
IM groups, but in the latter, the antibody titre decreased more quickly than for OC
group. This observation could be due to the prolonged persistence of RA in the upper
respiratory tracts of birds given OC inoculation.

In conclusion, we were able to set up an experimental model for the reproduction of
the typical clinical signs and lesions riemerellosis in turkeys via the IV route. The
developed ELISA test might be applied in the future to study the immune response
to vaccines and to evaluate the formation of turkey flocks RA-free.

INTRODUZIONE

Riemerella anatipestifer (RA) (ex Pasteurella anatipestifer), ¢ un cocco-bacillo
Gram-negativo, immobile, catalasi e ossidasi positivo, appartenente alla famiglia
delle Flavobacteriaceae.

La prima segnalazione di tale microrganismo risale all’inizio del secolo scorso, as-
sociata a una grave polisierosite degli anatidi (Riemer, 1904). Oggi la malattia ¢ da
considerarsi cosmopolita ed esistono moltissime segnalazioni in diverse specie di
pollame allevato, sebbene queste provengano principalmente dal continente asiatico
e riguardino gli anatidi.

In Italia la malattia ¢ stata descritta per la prima volta nel 1979 in tacchini da carne
di 70 giorni, e in polli da carne di 40-50 giorni (Pascucci et al., 1981). La sintoma-
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tologia nel tacchino era caratterizzata da paralisi delle ali e delle gambe, opistoto-
no, torcicollo, ribaltamento, cecita e mortalita del 20%. Nel pollo la sintomatologia
era inizialmente respiratoria, subito seguita da forma neurologica caratterizzata da
tremori del capo, incoordinazione e tassi di mortalita compresi tra il 3% e il 5%.
Successivamente sono stati osservati anche quadri di zoppia dovuti a localizzazione
articolare del patogeno e conseguente artrite (Giovannetti & Pascucci, 1983).
Nell’ultimo decennio si ¢ assistito a ondate epidemiche di riemerellosi nel comparto
del tacchino da carne di difficile spiegazione, che hanno avuto il loro apice nel 2015,
anno in cui si € ricorso anche a immunizzazione massiva dei gruppi con vaccini
stabulogeni.

Tali ondate hanno coinciso con I’introduzione nel nostro paese di un ceppo epide—
mico appartenente al sierotipo 1 e al sequence type (ST) 46, che negli ultimi anni
ha sostituito completamente i ceppi precedentemente 01rcolant1 nel comparto del
tacchino da carne (Bano et al., 2020).

Purtroppo la messa a punto di presidi immunizzanti efficaci nel contrastare la ma-
lattia ¢ complicata dalla mancanza di un modello di riproduzione sperimentale nel
tacchino. Con il presente studio si ¢ voluto proprio studiare un modello di riprodu-
zione sperimentale della riemerellosi in tacchini da carne infettati attraverso varie
vie d’inoculazione. Nel corso della sperimentazione ¢ stato possibile mettere a punto
alcuni strumenti diagnostici che potranno risultare utili nell’applicazione di nuove
strategie finalizzate al contenimento della riemerellosi in allevamento.

Questo lavoro ¢ parte di uno studio pit ampio (Progetto di Ricerca Corrente 1ZS
VE 14/16) dal titolo “Potenziamento delle strategie di prevenzione e controllo della
riemerellosi del pollame attraverso caratterizzazioni fenotipiche e genotipiche dei
ceppi circolanti in Italia”.

MATERIALI E METODI

Disegno sperimentale

La sperimentazione animale di seguito descritta ¢ avvenuta sulla base dell’autoriz-
zazione n° 115/2014-PR del 19/12/2014 rilasciata dal Min. della Sanita, Direzione
Generale della Sanita Animale e dei Farmaci Veterinari.

Cinquanta tacchini da carne commerciali femmina B. U. T. 6 (Aviagen) provenienti
da riproduttori non vaccinati per riemerellosi, a un giorno di vita sono stati stabulati a
gruppi di 5 in isolatori a ventilazione forzata attraverso filtri HEPA. Gli animali sono
stati suddivisi in 3 gruppi sperimentali: il primo era costituito da 20 soggetti infettati
per via intramuscolare (gruppo IM), il secondo da 20 soggetti sottoposti ad infezione
per via oculo-congiuntivale (gruppo OC), mentre il terzo era il gruppo “controllo”
(gruppo “C”) costituito da 10 soggetti non sottoposti ad alcuna infezione.
L’infezione sperimentale ¢ avvenuta a 34 giorni impiegando un ceppo di campo ap-
partenente al sierotipo “1” ST 46, che risulta epidemico negli allevamenti di tacchini
da carne italiani (Bano et al., 2020).

Nel gruppo “IM” I’infezione ¢ avvenuta somministrando nel muscolo pettorale 1 mL
di soluzione batterica con concentrazione pari a 10° UFC/mL, ottenuta in soluzione
fisiologica (Smith et al., 1987). Nel gruppo OC sono stati somministrati 0,1 mL nel
sacco lacrimale di un occhio e 0,1 in quello dell’occhio controlaterale, di una solu-
zione batterica con titolo analogo a quello descritto per il gruppo “IM”. Ai soggetti
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del gruppo controllo ¢ stata somministrata soluzione fisiologica sterile sia per via
intramuscolare che oculo-congiuntivale, con le stesse modalita descritte per 1 gruppi
infettati sperimentalmente.

I soggetti sono stati monitorati dal punto di vista clinico quotidianamente sino al
termine della sperimentazione conclusasi il 56° giorno di vita per i gruppi OC e IM.
Il giorno seguente a tale data, il gruppo controllo composto da 10 soggetti, ¢ stato
infettato per via endovenosa con inoculi allestiti allo stesso modo di quelli impiegati
per ’infezione IM.

Campionamento

All’arrivo e nei giorni 14, 41 e 54 sono stati eseguiti tamponi tracheali da tutti i sog-
getti e processati in pool da 5 per la presenza di RA attraverso PCR (Christensen &
Bisgaard, 2010). Il giorno dell’arrivo, prima della suddivisione in gruppi sperimen-
tali, € stato eseguito un prelievo di sangue da 5 soggetti. Un prelievo di sangue ¢ stato
eseguito anche nei giorni 14, 32, 40, 47 e 54 da tutti i soggetti dei gruppi sperimen-
tali. Il siero ottenuto ¢ stato sottoposto alla ricerca di anticorpi prodotti nei confronti
di RA mediante un metodo ELISA sviluppato in house, come descritto di seguito.
Gli animali dei gruppi OC e IM sono stati sacrificati il giorno 56 mentre il gruppo
EV ¢ stato soppresso dopo 5 giorni dall’infezione (62 gg). Tutti gli animali sono
stati sottoposti ad esame anatomo-patologico nel corso del quale sono stati eseguiti
tamponi dai sacchi aerei e dalle articolazioni da sottoporre a ricerca RA tramite PCR.
In sede autoptica sono stati condotti accertamenti batteriologici da sacco aereo, cer-
vello, polmone, fegato, milza e articolazione tibio-tarso-metatarsale. Porzioni di or-
gani sono stati fissate in formalina tamponata 10% per la valutazione istopatologica
e per lo sviluppo di un test in immunoistochimica per la rilevazione di RA i cui
risultati saranno oggetto di altra comunicazione.

Accertamenti batteriologici

L’esame ¢ stato eseguito inoculando con i campioni prelevati asetticamente piastre
di agar sangue (AS) e brain heart infusion broth (BHI). I terreni sono stati incubati
tutti a 3542 °C in condizioni di microaerofilia. Le piastre di AS sono state ispezio-
nati a 24 e 48 ore e, in caso di negativita, dopo 24 ore si ¢ proceduto all’esecuzione
dell’esame batteriologico indiretto a partire da BHI. A tale fine, i BHI sono stati
seminati su nuove piastre di agar sangue utilizzando tamponi cotonati sterili e le
piastre sono state incubate a 35+2 °C in condizione di microaerofilia e ispezionate
dopo 24 e 48 ore. In caso di crescita le colture sono state identificate mediante
MALDI TOF MS (Bruker, Daltonics).

Sierologia

Per la rilevazione di anticorpi anti-RA ¢ stato sviluppato un test ELISA indiretto
in house. L’antigene era costituito da un estratto dei lipopolisaccaridi (LPS) di una
coltura di RA sierotipo “1” ST 46, ottenuta in apparato da dialisi impiegando una
membrana con cut-off di 15 kDa immersa in 800 mL di Veal Broth, mantenuto in
agitazione mediante magnete. Dopo 24 ore la brodocoltura ¢ stata raccolta e sot-
toposta ad estrazione dei lipopolisaccaridi come descritto in letteratura (Eugene e
Hackett, 2000).

Le concentrazioni di antigene (lipopolisaccaride), siero da analizzare e coniugato
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descritte di seguito, sono state scelte sulla base di classiche prove di ottimizzazio-
ne dei reagenti di un test ELISA indiretto (Crowter, 2009).

Piastre Maxisorp NUNC-immunoplate (Nunc) sono state incubate con 100 pL/
pozzetto per 1,5 ore a 37 °C impiegando una concentrazione di antigene pari a
1:600, diluito in tampone carbonato 0,05 M a pH 9,6. Dopo 1’incubazione, le
piastre sono state lavate 3 volte con 300 uL/pozzetto di PBS addizionato con lo
0,05% di Tween 20 (PBS-T). I siti aspecifici sono stati bloccati mediante incu-
bazione per 1 ora a 37 °C con 200 uL/pozzetto di una soluzione di bloccaggio
(BB) costituta da PBS-T addizionato con 5% di latte in polvere (Sigma Aldrich)
e di EDTA 0,5 mM. Le piastre sono state nuovamente lavate ed incubate per 1h a
37 °C con 100 pL dei sieri in esame diluiti 1:100 in PBS-T addizionato con 1’1%
di BSA e con 0,5 mM di EDTA (Dilution Buffer, DB). I controlli positivi erano
costituiti da sieri di tacchini vaccinati 2 volte con vaccino commerciale (sieroti-
po “1”) mentre come controlli negativi sono stati impiegati sieri di soggetti non
vaccinati e che non hanno sperimentato la malattia. Dopo incubazione le piastre
sono state ulteriormente lavate come sopra descritto ed incubate per 1 oraa 37 °C
con I’anticorpo Anti-Turkey IgY associato a perossidasi (Abcam), diluito 1:800.
Al termine dell’incubazione dopo 3 lavaggi con 300 puL/pozzetto di PBS-T sono
stati aggiunti 100 pL di 1-StepTM ABTS (Thermo Scientific). Dopo 30 minuti
di incubazione in leggera agitazione la reazione ¢ stata stoppata aggiungendo
100 pL di una soluzione all’1% di SDS (sodio-dodecil solfato) e la lettura ¢ stata
eseguita impiegando uno spettrofotometro a 405 nm. I risultati ottenuti sono stati
normalizzati rispetto ai controlli ed espressi in valore S/P (Sample to Positive
Ratio) che corrisponde al valore della densita ottica del campione considerato
in rapporto ai valori degli standard positivo e negativo inseriti nella piastra ed
espresso in percentuale.

RISULTATI

Nel corso della sperimentazione gli unici segni clinici osservati nei gruppi OC e
IM sono stati a carico dell’apparato locomotore ed erano caratterizzati da spora-
diche zoppie intermittenti di grado variabile, indipendentemente dalla via d’infe-
zione, mentre nel gruppo controllo non ¢ stata segnalata alcuna sintomatologia.
Due giorni dopo I’infezione per via EV, tutti i soggetti manifestavano debolezza
degli arti inferiori, riluttanza al movimento e diarrea. Il terzo giorno, 3/10 soggetti
si presentavano in decubito laterale con grave depressione del sensorio mentre
un quarto soggetto mostrava incoordinazione e tumefazione dell’articolazione ti-
bio-tarso-metatarsale. Il quinto giorno (62 gg.) tutti i soggetti, ad eccezione di
2, manifestavano sintomatologia neurologica caratterizzata da depressione del
sensorio, assenza di risposta agli stimoli o stato comatoso e per tale ragione si
decideva di sacrificare tutti i soggetti del gruppo.

All’esame anatomo-patologico eseguito al termine della prova non sono state os-
servate lesioni macroscopicamente evidenti in alcuno dei soggetti appartenenti ai
gruppi OC e IM, mentre nel gruppo infettato per via EV erano presenti artro-sino-
viti fibrino-eterofiliche bilaterali, epato-splenomegalia, pericarditi fibrinose con
iniziali fenomeni di neo-vascolarizzazione, opacamento dei sacchi aerei con rare
organizzazioni fibrinose, sinusiti catarrali ed enteriti di grado variabile da lieve a
moderato.
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Gli accertamenti batteriologici eseguiti al termine della sperimentazione su orga-
ni e tessuti dei gruppi OC e IM hanno dato esito negativo mentre quelli del gruppo
EV sono riportati in tabella 2.

All’arrivo tutti i soggetti sono risultati negativi alla PCR per RA, condotta da
tampone tracheale. I risultati alla stessa analisi ottenuti nel corso della sperimen-
tazione vengono riportati in tabella 1.

Eta 14 gg. 41 gg. 54 gg.

Pool 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

Gruppo - - - - - + - + - - - -
M

Gruppo |- |- |- |- |- |- |- |- [+ |- |+ |+
oC

Controllo

Tabella 1. Risultati della PCR per RA applicata ai tamponi tracheali eseguiti durante
la sperimentazione.

Le PCR per RA eseguite in pool da sacchi aerei e articolazioni nel corso dell’esame
autoptico hanno dato esito positivo solo nel gruppo infettato per via oculo-congiun-
tivale.

I risultati della ricerca di anticorpi prodotti nei confronti di RA sono stati normaliz-
zati rispetto ai controlli ed espressi in percentuale S/P (Figura 1).

Soggetto Sacco | Polmone | Fegato Milza Cervello | Articolazione
aereo

1 - - - - + (ind) +

2 + - + (ind) - - + (ind)
3 + - - - + + (ind)
4 - - + (ind) + (ind) - + (ind)
5 - - - - -

6 + + - - + +

7 - - - - - -

8 + - + (ind) + (ind) + +

9 - - + (ind) - - + (ind)
10 - - - - + -

Tabella 2. Esito degli accertamenti batteriologici eseguiti sul gruppo infettato per
via EV (ind= positivita ottenuta all’esame batteriologico indiretto).
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Figura 1. Media dell’andamento del titolo anticorpale rilevato nei gruppi infettati per
via intramuscolare (IM), oculo-congiuntivale (OC) e nel gruppo di controllo (C-).
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DISCUSSIONE

I modelli di riproduzione sperimentale della malattia adottati per via OC e IM, non
hanno dato origine ai classici sintomi respiratori € neurologici associati alla rieme-
rellosi del tacchino, ma solo a transitorie forme di zoppia di grado variabile. Questo
risultato € in linea con quanto riportato in letteratura per la via OC, ma in contrasto
con quanto descritto in un altro studio analogo in cui I’infezione per via IM aveva
causato sintomatologia e lesioni anatomo-patologiche gravi (Smith et al., 1987). Si
conferma invece la validita nella via endovenosa ai fini di riprodurre un’infezio-
ne nella forma clinica classica. Tale rilievo ¢ supportato anche dall’isolamento del
microrganismo dagli organi prelevati in sede autoptica, tra i quali spicca la diffusa
positivita a livello articolare (7/10) che si conferma una localizzazione d’elezione
per RA.

Le analisi sierologiche hanno evidenziato una certa reattivita nei soggetti all’arrivo
che, non essendo frutto di immunizzazione dei genitori, puo essere ricondotta solo
ad anticorpi materni da infezione, forse sub-clinica, nel corso del ciclo produttivo dei
riproduttori. Questa positivita decresce velocemente gia dopo 2 settimane e rimane
bassa sino al momento dell’infezione sperimentale. L’infezione ha comportato un
rapido innalzamento del titolo anticorpale gia rilevabile dopo 8 gg., mentre il gruppo
controllo si € mantenuto su valori bassi pressoché costanti (attorno al 10%) nel corso
dell’intera sperimentazione. Si osserva un andamento opposto del titolo anticorpale
dei soggetti infettati per via IM rispetto a quelli infettati per via OC. Infatti, nel grup-
po IM, dopo un picco iniziale che ha superato il 90%, si assiste ad un suo costante
decremento, mentre nel gruppo OC, sebbene la reattivita fosse minore del 50% a 8
gg dall’infezione, si osserva un lento ma costante aumento, sino a superare quella del
gruppo IM a fine prova. Questo andamento potrebbe essere il frutto della persistenza
del microrganismo nelle vie respiratorie superiori dei soggetti infettati per via OC,
come evidenziato dai risultati della PCR a 54 gg., che non si ¢ verificato nel gruppo
IM. E possibile che, nel gruppo OC, RA sia rimasta nella mucosa congiuntivale o
abbia raggiunto le cavita nasali attraverso il dotto lacrimale, e qui sia rimasta senza
colonizzare la trachea, se non dopo il 41° giorno di vita.
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11 test sierologico sviluppato si ¢ comunque dimostrato adeguato a rilevare anticorpi
evocati attraverso entrambe le vie d’infezione inizialmente adottate (IM e OC), ma
anche anticorpi verosimilmente di origine materna presenti all’arrivo e calati sen-
sibilmente 20 giorni prima dell’infezione sperimentale. Tale test potrebbe trovare
applicazione in futuro per studiare la persistenza di anticorpi nella progenie di gruppi
di riproduttori vaccinati per RA, che ad oggi non ¢ noto.

I risultati ottenuti sottolineano quanto la riproduzione clinica della riemerellosi in
condizioni sperimentali attraverso vie d’inoculazione naturali, sia imprescindibile da
un mix fattori predisponenti, infettivi e non, che solo le condizioni di campo possono
garantire.

Il modello sperimentale di riproduzione della malattia messo a punto nel presente
studio potra essere impiegato per studiare |’efficacia di vaccini che consentiranno di
ridurre il ricorso alla somministrazione di antimicrobici e contribuire al contrasto al
fenomeno dell’antimicrobicoresistenza.
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VALUTAZIONE DI CEPPI DI MYCOPLASMA SYNOVIAE DI CAMPO E
VACCINALI TRAMITE METODICA MULTI LOCUS VARIABLE NUMBER
OF TANDEM REPEATS ANALYSIS (MLVA): RISULTATI PRELIMINARI

Stefani E., Matucci A., Gastaldelli M., Cristovao Borges L., Righetti V., Vianello S.,
Tondo A., Catania S.

Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, SCT1 Verona-Vicenza, via San
Giacomo 5, 37157 Verona (VR), Italia.

Summary

Mycoplasma synoviae (MS) can cause important economic losses in poultry industry.
MS infection can be transmitted vertically from breeders to offspring or horizontally
among animals from the same farm or from different ones. MS causes synovitis
and respiratory diseases mainly in chickens and turkeys. In chicken layers, MS
is associated to EAA (Eggshell Apex Abnormality). Strengthening of biosecurity
policies, antibiotic treatment and vaccination are the main control strategies applied
in the poultry industry. In Italy, two vaccine strains are licensed: MS1 (Nobilis
MS live, MSD Animal Health Inc.) and MS-H (Vaxsafe MSH; Bioproperties Ltd.,
Ringwood, Victoria, Australia) this latter is the most used in industry. Discrimination
between vaccine and field strains is crucial in the MS vaccination programs. In the
last few years, different molecular typing techniques have been developed to address
this issue. The sequence analysis of the conserved tract of the variable lipoprotein
and hemagglutining A (vihA4) gene (GTS vlhA) is one of the most applied typing
methods although in some geographical areas it was shown not to be able to correctly
discriminate vaccine from field strains. Other molecular methods were described, but
they are all based on sequence analysis. Recently, a MLVA (Multi- Locus Variable
Number of tandem repeats) protocol was published. This method showed a good
discriminatory power, and it is more economic and rapid than sequence-based typing
methods. We then decided to investigate its discriminatory power in particular to
distinguish vaccine from field MS strains. In this study, we analyzed 117 field strains
collected from 2012 and 2021 and 45 MS-H-like strains isolated from vaccinated
chickens. Respect to the previously published protocol, our approach consisted in the
analysis of 6 tandem repeats loci (6 loci-MLVA). The 117 field strains were clustered
into 19 GTs (genotypes) while the 45 MS-H-like strains were all described as GT3,
the same genotype of the reference MS-H vaccine strain. No field strains were co-
clustered with the vaccine-like ones. Differently, GTS-viha grouped the field strains
into 14 different types, and MS-H like strains into a unique type (C3-13). However,
it classified as C3-13 one known field strain isolate. In conclusion, our preliminary
data showed that the 6 loci-MLVA is an economic diagnostic tool that may rapidly
distinguish MS-H-like from field strains.

INTRODUZIONE

Mycoplasma synoviae (MS) ¢ un microrganismo considerato patogeno e che puod
provocare ingenti perdite economiche nell’industria avicola. Pud trasmettersi sia
per via verticale dai riproduttori alla progenie, che orizzontale tra individui dello
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stesso allevamento e diversi allevamenti. MS causa sinoviti e forme respiratorie
principalmente in polli e tacchini, nelle galline ovaiole ¢ correlato al calo di
deposizione e del peso medio delle uova e pud anche dare origine all’anormalita
dell’apice dell’'uvovo (EAA) con conseguenti perdite economiche (1). Per
contenere I’impatto negativo di MS e della sua diffusione, vengono applicate
negli allevamenti strategie di potenziamento della biosicurezza, mentre in caso di
positivita eventuali trattamenti antibiotici possono contribuire a mitigare 1’impatto
dell’infezione sulle performance. Nella specie pollo, per ridurre sia I’infezione che
la trasmissione possono essere applicati piani vaccinali con ceppi vivi e attenuati.
In Italia, attualmente risultano essere autorizzati due differenti vaccini commerciali,
il vaccino MS1 (Nobilis MS live, MSD Animal Health Inc.) ed il vaccino MS-H
(Vaxsafe MSH; Bioproperties Ltd., Ringwood, Victoria, Australia). Quest’ultimo
risulta essere quello maggiormente utilizzato nel settore avicolo italiano (galline
ovaiole o polli riproduttori). Distinguere routinariamente tra ceppo vaccinale e ceppi
di campo diventa quindi fondamentale nei programmi di controllo diagnostico. Nel
corso degli ultimi anni, differenti metodiche molecolari sono state messe a punto a
tale scopo. Il metodo di piu ampio impiego ¢ stato sicuramente quello proposto da
Bencina et al., 2001 (2) e successivamente perfezionato da Hammond et al., 2009 (3)
che prevede I’analisi GTS (gene targeted sequencing) della regione conservata al 5’
del gene variable lipoprotein and hemagglutinin A (vlhA), presente in singola copia
nel genoma di MS. Questo metodo ¢ utilizzato per distinguere i ceppi vaccinali da
quelli di campo, ma, ¢ stato piu volte dimostrato (4-5), che in alcune aree geografiche
non sempre ¢ in grado di discriminare i ceppi in maniera corretta a causa della
presenza di ceppi selvatici che presentano lo stesso tipo del ceppo vaccinale. Per MS
sono state pubblicate anche altre metodiche molecolari come MLST (Multi-Locus
Sequence Typing) (6, 7), basate sull’amplificazione e sequenziamento di diversi geni
housekeeping che risultano avere un alto potere discriminatorio, ma i tempi di analisi
ed i costi associati, possono rappresentare un limite per la loro applicazione in sistemi
routinari di screening. Recentemente ¢ stata pubblicata una metodica molecolare
MLVA (Multi-Locus Variable Number of Tandem Repeats Analysis) (5) che oltre ad
avere un buon potere discriminatorio nel differenziare i ceppi di MS si ¢ rivelata utile
per la discriminazione tra ceppi vaccinali e ceppi di campo. Il metodo MLVA si basa
sull’amplificazione di determinati /oci di DNA contenenti un numero caratteristico di
tandem repeats (TR). Dalla dimensione finale dell’amplificato si deduce il numero di
TR nel locus amplificato. La combinazione del numero di TR presenti in ogni locus
di ogni campione analizzato definisce lo specifico profilo genotipico GT. Questa
metodica, grazie anche all’impiego di strumentazioni di elettroforesi capillare che
rendono la valutazione del numero di TR presenti nei loci sempre piu precisa e
rapida, risulta essere piu economica e rapida delle precedenti e quindi un ulteriore
strumento laboratoristico per il controllo e verifica dei gruppi vaccinati.

Nel presente lavoro viene valutato I’impiego di un protocollo MS-MLVA parzialmente
modificato per discriminare ceppi di MS isolati da gruppi di animali provenienti da
allevamenti vaccinati € non.

MATERIALI E METODI
Selezione dei campioni
Sono stati selezionati 117 ceppi di MS di campo provenienti da allevamenti non
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vaccinati pervenuti tra il 2012 e il 2021 nei nostri laboratori e 45 ceppi di MS
“reisolati” da allevamenti di pollo vaccinati pervenuti tra il 2015 e il 2017.

Come ceppi di riferimento sono stati utilizzati i ceppi vaccinali MS-H (Vaxsafe
MSH), MS1(Nobilis® MS Live) e il ceppo WVU1853 (Tabella 1). Le specie avicole
incluse nel lavoro sono: pollo, tacchino e un fenicottero (ceppi di campo) (Tabella
2), pollo per i ceppi vaccinali. I ceppi di campo provengono soprattutto dall’Italia
(Tabella 2).

Estrazione del DNA

I1 DNA genomico dei ceppi di MS selezionati ¢ stato estratto utilizzando 1’estrattore
Maxwell 16 System e il kit Maxwel 16 Blood Purification System seguendo le
istruzioni suggerite dal produttore.

MLVA

La genotipizzazione dei ceppi di MS ¢ stata eseguita seguendo il protocollo a pannello
modificato di Kreizinger et. al., 2018 (MLVA a 6 loci) (5). I loci MS319 e MS578
identificati nel protocollo originale non sono stati inclusi, mentre MS547, MS834 ¢
MS837 sono stati amplificati con set di primer modificati nel reverse (Tabella 3). E
stato inoltre identificato, usando ‘“Tandem Repeats Finder program” (Benson 1999),
ed inserito un ulteriore locus (MS531). L’amplificazione dei vari loci € stata eseguita
con il kit Promega Go Taq Polymerase in un volume di 20 ul utilizzando 5 pl di
5x Buffer, 2,5 pl of MgCl,, 1 ul di dNTPs 10 mM, 0.2 ul di Taq Polymerase e 1 pl
di ogni primer (10 mM). Il ciclo di amplificazione utilizzato prevedeva uno step a
95°C per 5’ seguito da 35 cicli a 95°C per 30 sec, 56°C per 30 sec e 72°C per 45
sec. L’elongazione finale ¢ di 72°C per 5 min. Per il locus MS531 la temperatura di
annealing ¢ di 58°C. La lunghezza degli ampliconi ¢ stata valutata con 1’elettroforesi
capillare Qiaexcel Advanced Systems (Qiagen) utilizzando il kit Qiaexcel DNA
Resolution kit e il metodo OMS800 secondo le istruzioni suggerite dalla ditta. Il
marker di lunghezza e di allineamento utilizzati sono stati il QX size marker 50-800
bp e il QX aligment marker 15 bp/1kb (Qiagen). Per ogni locus di ciascun ceppo ¢
stato assegnato un numero corrispondente al numero di TR presenti, dedotto dalle
dimensioni dell’amplificato e confermato dal sequenziamento. Alla stringa numerica
che ne deriva ¢ stato assegnato un GT (genotyping) numerico (Tabella 4).

PCR-GTS vihA

I primer utilizzati per ’amplificazione della regione conservata al 5° del gene vihA
sono descritti in Hammond et. al., 2009 (3). La reazione di PCR ¢ stata eseguita
impiegando la GoTaq® DNA Polymerase secondo le istruzioni suggerite dal
produttore. Il ciclo di amplificazione prevede un ciclo di attivazione dell’enzima di
95°C per 5°, seguito da 36 cicli di amplificazione (95°C per 1°, 62°C per 1’ ¢ 72°C
per 8”) e da un ciclo finale di 72°C per 8’. Ad ogni ceppo analizzato mediante analisi
GTS-vlhA ¢é stato assegnato un “tipo” rappresentato da una lettera dell’alfabeto
corrispondente al numero di amminoacidi che compongono la regione ricca in
proline (PRR) e la regione in 3’ come precedentemente descritto (2, 3, 8 ¢ 9).

Sequenziamento
Ilsequenziamento degli amplificati di interesse & stato effettuato su entrambi i filamenti
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per il gene di interesse impiegando il kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit (v.
2.0 Applied Biosystems) su sequenziatore automatico ABI PRISM 3500XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Gli elettroferogrammi ottenuti sono stati valutati e
analizzati tramite il software BioEdit Sequence Aligment Editor V7.2.6.1 (10).

RISULTATI

Sono stati sottoposti a tipizzazione 45 campioni di “reisolati” MS derivanti da
allevamenti noti per essere stati vaccinati con ceppo MS-H ed ulteriori 117 ceppi
di MS provenienti da allevamenti non vaccinati (campioni di campo) (Tabella
2). pervenuti nei nostri laboratori tra il 2012 e il 2021. Sono state impiegate due
metodiche molecolari, GTS-vlha gia descritta (2-3) e una nuova metodica MLVA a 6
loci. 1 campioni di campo analizzati provengono per la maggior parte da allevamenti
italiani e comprendono specie e categorie produttive differenti (Tabella 2).

Il protocollo MLVA prevede 1’amplificazione di 6 regioni contenenti dei putativi
TR (Tabella 3) e la valutazione del numero di TR dedotto dalle dimensioni ottenute
dall’amplificazione nei vari loci con elettroforesi capillare ¢ stato confermato anche
tramite sequenziamento. Le combinazioni (GT) ottenute dal conteggio dei TR
presenti nei vari loci pud essere apprezzato in Tabella 4. GT1, GT2 e GT3 sono
stati associati ai genotipi diWVU1853, MS1 e MS-H rispettivamente (Tabella 1),
ed utilizzati come riferimenti. Tutti i campioni “reisolati” vaccinali MS-H sono
risultati tipo C3-13 con metodica GTS-v/ha e GT3 con metodica MLVA a 6 loci
come atteso (Figural). I campioni di campo di MS vengono suddivisi in 14 tipi
in base alla metodica GTS-v/ha, e in 19 GT in base alla metodica MLVA (Figura
1). I GT numericamente piu rappresentati della maggior parte dei ceppi di campo
analizzati sono GT4 (28 ceppi, 23.7%) e GT6 (26 ceppi, 22%) (Figura 1). Gli altri
GT risultano numericamente meno rappresentati. Come si pud notare in Figura
1, e come gia riportato anche per la metodica MLST (9), in un medesimo GT si
possono trovare differenti GTS e viceversa. Il GT6, uno dei genotipi numericamente
piu rappresentato, viene suddiviso in ben 8 tipi dalla metodica GTS-vlha, mentre il
GT4 ¢ popolato solo da ceppi D ed F. In Figura 1, ¢ interessante anche notare come
nessuno dei ceppi di campo analizzati risulta invece GT2 o GT3, genotipi associati
ai ceppi vaccinali autorizzati nel territorio italiano (Tabella 1). Il ceppo MS isolato
da Fenicottero risulta secondo la tipizzazione GTS-v/ha appartenere al tipo C3-13
(sequenza del gene viha omologa al ceppo MS-H) mentre con la metodica MLVA a
6 loci viene classificato con genotipo GTS.

Tabella 1: Ceppi MS utilizzati come riferimento del presente lavoro e loro relative
tipizzazioni.

. GT
Sample ID Tipo (vlhA) (MLVA)
WVU1853 A 1
MS1 A 2
MS-H C3-13 3
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Tabella 2: Anno, provenienza e categoria produttiva dei ceppi MS di campo analizzati

ANNO ITALIA GIORDANIA LBANO | SPAGNA | TAIWAN | TUNISIA TOTALE
Follo Fenicottero Tacchino Follo Pollo Follo Pollo Pollo ANNO
2012 6 1 2 9
2013 7 5 2 2 1 17
2014 10 1 5 16
2015 14 2 1 17
2016 5 3 3 15
2m7 6 2 8
2018 4 2 [
2019 3 5
2020 7 5 12
2021 12 12
TOTALE 80 1 Fo3 2 2 4 1 2 17

Tabella 3: Sequenza dei primer e caratteristiche dei loci del protocollo MLVA a 6 geni.

Posizione nel | Lunghezza
genoma (bp) TR (bp)

Lunghezza

Locus amplificato (bp)

Sequenza del TR Sequenza primer

MS233tr6-F*
TTAGACTACTACGATCTAAAAGCCTTG
MS233tr6-R*
CCTGGTGCAACTGCAGATGC

MS233 | 223491-223538 9 AAAATACCR 150-160

MS531tr16-F
TATCAAAATTCTAATGAAAATGTGAAA
MS531tr16-R

TGATAY GAAGGAATTATGAATGRCC

MS531 | 531545-532059 15 TTTTGATCTAAAAAA 500-530

MS547tr17-F*
GATTTATTAGATGAAGACGATT
MS547tr17-R
CCGATTCAACGCATGTATCATTT

MS547 | 547242-547576 12 GAYGAAGAAGAA 150-160

MS682tr21-F
GATCTAGTTGATTGATAAATCTTGAAGG
MS682tr21-R
GCTTCAACAACTTAAAGCTGATGC

MS682 | 681627-681638 12 TCTGATTTTTCT 320-370

MS834tr23-F*
TTATGTTTAT- GGCAATTCAAGGATTTTATTGAGCA
MS834 | 833877-833917 21 CAATTTCATTT 221 MS834tr23R

AAGAAGCGATACTTTAGATCAGGACAC

MS837tr24-F*

MS837 | 837499837529 15 TTTATATTTACATTT 242 GCACTTATATTTTCTTGTGATAGTTG
MS837tr24-R

AGCAATTCCGCAAATTGTTGC

* Kreizinger et. al., 2018 (5)

151



Tabella 3: Numero di TR per ogni locus e corrispondente GT. (0 =no amplificazione)

GT | MS223 MS531 MS547 MS682 MS834 MS837

‘
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Figura 1: Distribuzione del numero di ceppi MS in base alla tipizzazione ottenuta
con metodica MLLVA a 6 loci e GTS-vlha, il numero interno alla barra indica il numero
di ceppi. Sono stati inclusi anche i ceppi di riferimento MS-H (GT3) e MS1 (GT2).
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DISCUSSIONE

Nel presente studio abbiamo impiegato una nuova metodica MLVA a 6 /loci su
117 ceppi di MS provenienti da allevamenti non vaccinati pervenuti nei nostri
laboratori tra il 2012 e il 2021 e su 45 ceppi di MS “reisolati” da allevamenti
vaccinati pervenuti tra il 2015 e il 2017, con I’obiettivo di dimostrare la capacita
discriminatoria della metodica MLVA nei confronti dei differenti isolati, ma anche
tra questi ultimi ed i ceppi vaccinali utilizzabili nel territorio italiano. Il protocollo
MLVA da noi implementato deriva da quello pubblicato da Kreizinger et. al., 2018
(5) ma modificato in alcuni /oci e primer di amplificazione. La metodica MLVA,
a differenza delle comuni metodiche di tipizzazione (MLST e GTS-v/ha), si basa
sulla valutazione della dimensione degli amplificati e nella routine, non prevede
una fase di sequenziamento consentendo quindi una piu rapida processazione ed
analisi del campione. La refertazione del campione puod essere eseguita in giornata
rendendo il metodo utile come sistema di controllo su gruppi di animali vaccinati.
Questo protocollo MLVA ha un potere discriminatorio simile alla metodica GTS-
vlha suddividendo i ceppi di MS di campo analizzati in 19 GT contro i 14 tipi GTS-
viha. 1 GT maggiormente rappresentati dai ceppi di MS da noi analizzati sono il
GT4 e il GT6. La distribuzione dei GT ottenuti con il protocollo MLVA a 6 loci
rispetto al GTS-v/ha ci fa notare come uno stesso GT possa essere diviso in piu tipi
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e viceversa. Questa osservazione ¢ gia stata riscontrata anche in altri lavori (4 e
9) e suggerisce che 1’analisi epidemiologica ed una genotipizzazione dovrebbero
sempre preferibilmente essere associate all’utilizzo di pit metodiche per meglio
classificare un ceppo. Tra i ceppi di campo analizzati abbiamo inserito il ceppo di
fenicottero gia discusso in Catania et al, 2016 (4). Questo ceppo di MS, isolato da
un fenicottero presente in un parco zoologico locale e non vaccinato, € risultato
dopo analisi GTS-v/ha possedere lo stesso tipo C3-13 del ceppo vaccinale MS-
H. Gia in altri lavori (4 e 5) ¢ stato evidenziato che la tipizzazione GTS-viha
non sempre riesce a discriminare 1 ceppi di MS di campo da quelli vaccinali.
La metodica MLVA a 6 loci assegna a questo ceppo il genotipo GT8, differente
dal GT3 che ¢ invece associato al MS-H ed ai suoi “resiolati”. Questo risultato
conferma quello ottenuto con I’analisi MLST (9) che attribuiva al campione MS di
fenicottero 1’ST131, differente dall’ST vaccinale (ST43) classificandolo dunque,
come gia proposto in precedenza, ceppo di campo.

Allo stesso tempo la metodica tipizza correttamente i 45 ceppi di MS “reisolati”
da allevamenti vaccinati assegnando loro il genotipo GT3, lo stesso genotipo
appartenente al ceppo vaccinale MS-H. Su tali basi il metodo risulta essere un
ottimo candidato per le attivita di monitoraggio e screening dei gruppi avicoli
vaccinati finalizzato ad individuare I’effettiva presenza del ceppo vaccinale, ma nel
contempo evidenziare eventuali infezioni di campo. Per quanto riguarda il ceppo
vaccinale MS live abbiamo un’ottima discriminazione sul ceppo di riferimento,
mentre occorrera avere una maggiore casistica sui gruppi vaccinati con tale ceppo
che purtroppo attualmente non abbiamo.

CONCLUSIONE

I nostri risultati suggeriscono che il protocollo MLVA a 6 loci ¢ una metodica
rapida, economica che permette la chiara discriminazione tra ceppi vaccinali e
ceppi di campo. Tale metodica in particolare riesce a coniugare le necessita di
rapidita ed efficacia per gli screening di valutazione di effettiva vaccinazione ed
eventuale infezione con cepppi di campo, superando i limiti della metodica GTS-
vihA (false attribuzioni a ceppi vaccinali) ed evitando passaggi di sequenziamento
tipici della metodica MLST. Ulteriori indagini di approfondimento per una completa
validazione sono in corso.
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SPONDILITE ENTEROCOCCICA IN GRUPPI DI BROILER COMMER-
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Summary

The genus Enterococcus includes avian pathogenic species, like Enterococcus (E.)
cecorum, the causative agent of enterococcal spondylitis in broilers. The symptom-
atic picture of spondylitis is called “kinky back” and it is associated with osteochon-
drosis of the free thoracic vertebra (T6). Some authors speculate that the disease is
directly related to the degree of the intestinal colonization observed in the first week
of life. In the present field study we quantified the intestinal load of E. cecorum in
21 broiler flocks through a quantitative Real-Time PCR protocol in 1 to 4 day old
chicks. Every flock was monitored until slaughtered and in seven groups enterococ-
cal spondylitis was diagnosed. Based on the molecular results, 1.84x10% CFU/g of E.
cecorum can be considered the predictive value for spondylitis in broiler chickens.

INTRODUZIONE

11 genere Enterococcus (E.) identifica cocchi Gram-positivi disposti in catene per un
totale di 36 specie batteriche (Fisher & Phillips, 2009). In patologia aviare gli ente-
rococchi possono provocare diverse forme cliniche: onfaliti, endocarditi, encefaliti e
patologie articolari (E. faecalis in ovaiole e riproduttori ed E. cecorum in broiler) a
trasmissione diretta e indiretta. I soggetti possono infettarsi in seguito alla contami-
nazione dell’uovo con materiale fecale, ma anche per via inalatoria, orale, transcuta-
nea o iatrogena (es: lotti vaccinali contaminati da E. faecalis) (Pattison et al., 2007).
E. cecorum ¢ un patogeno anaerobio facoltativo, catalasi e ossidasi negativo, che
predilige atmosfere con 5% di CO, e terreni solidi addizionati col 5% di globuli rossi
di pecora incubati preferibilmente a 35 °C. Studi recenti hanno dimostrato che la sua
persistenza nell’ambiente ¢ inversamente proporzionale alla temperatura e all’umi-
dita (Grund et al., 2020). Il microrganismo ¢ responsabile di osteonecrosi ¢ spondi-
lite nel broiler, patologia emergente e cosmopolita comparsa in Italia nel 2009, che
coinvolge preferibilmente soggetti maschi a partire da 28 giorni di vita e riproduttori
di 6-8 settimane, con mortalita e morbilita che possono raggiungere rispettivamente
il 35% e il 15% (Bano et al., 2010; Jung et al., 2018).

Il quadro sintomatologico associato alla spondilite prende il nome di “kinky back™:
atteggiamento dovuto al danno spinale che costringe il soggetto a poggiare sui tarsi
o sul coccige con gli arti inferiori estesi cranialmente. Le lesioni caratteristiche sono
delle osteonecrosi o osteomieliti in cui il tessuto osseo ¢ danneggiato e progressiva-
mente sostituito da materiale necrotico-eterofilico osservabile a livello di corpo ver-
tebrale o di epifisi femorale prossimale. Le lesioni a carico del rachide si localizzano
principalmente a livello della sesta vertebra toracica (T6), unica vertebra mobile
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della colonna vertebrale del pollo, e talvolta anche di T7 (Wideman, 2016; Palazzolo
etal., 2021).

Le sollecitazioni meccaniche a carico dall’apparato scheletrico di soggetti a rapido
accrescimento, come gli ibridi commerciali, si concentrano sulla vertebra T6 com-
portando microfratture ossee simili a quelle che si osservano nelle ossa lunghe in
caso di osteocondrosi disseccante (ODC), che puo essere seguita da osteonecrosi
batterica con osteomielite (BCO) (Wideman, 2016). Infatti, in casi di setticemie da
E. cecorum, le microemorragie intraossee favoriscono 1’invasione di tale tessuto da
parte dei batteri circolanti e un loro successivo sequestro all’interno di tessuto osseo
immaturo, in cui esercitano attivita litica, e la conseguente spondilite. Il procedere
del processo litico porta alla formazione di un nucleo di materiale osteo-necrotico-e-
terofilico che puo fistolizzare sia verso la cavita celomatica, dove viene racchiuso
da una capsula fibrosa che circonda classicamente la lesione, sia verso il canale ver-
tebrale dove puod causare compressioni del midollo spinale in seguito al cedimento
del tessuto vertebrale patologico. Le lesioni e la sintomatologia (kinky back) che si
osservano in caso di spondilite sono solo le manifestazioni piu evidenti di setticemie
precoci da E. cecorum. Infatti, non ¢ infrequente 1’isolamento del microrganismo da
organi parenchimatosi o da segmenti ossei di pulcini di pochi giorni.

La spondilite da E. cecorum risulterebbe correlata direttamente al grado di coloniz-
zazione intestinale osservato nella prima settimana di vita (anche nel primo gior-
no), come hanno dimostrato 2 studi longitudinali di tipo caso-controllo, condotti con
due metodiche diverse: una di batteriologia classica e ’altra su base bio-molecolare
(Borst et al., 2017; Jung et al., 2017). Quest’ultima, sebbene sia una tecnica poten-
zialmente quantitativa, nello studio citato non veniva correlata a una carica intesti-
nale di E. cecorum, ma solo a valore CT.

L’ obiettivo dello studio ¢ quantificare la presenza di £. cecorum in ambito intestinale
in broiler di pochi giorni e definire il limite considerabile predittivo per la successiva
comparsa di spondilite enterococcica.

MATERIALI E METODI

Sviluppo della metodica diagnostica

A partire da una sospensione di E. cecorum (ceppo di referenza DSM20682) e so-
luzione fisiologica di torbidita 0,6 McFarland sono state eseguite 10 diluizioni in
base dieci. In ogni diluizione ¢ stata quantificata la carica di E. cecorum attraverso
la semina per spatolamento di 100 pL di sospensione in tre piastre di terreno solido
addizionato col 5% di globuli rossi di montone incubate per 24h in condizioni di
microaerofilia (5%CO,).

Le diluizioni che presentavano crescita di E.cecorum quantificabile (0-250 colonie)
sono state sottoposte, in doppio, a estrazione del DNA batterico con kit MagMax
Total (Termofisher) e a Real-Time PCR secondo il protocollo descritto da Jung et
al. (2017). Le medie dei valori ottenuti dalle conte microbiologiche e dai valori CT
della metodica bio-molecolare sono state rielaborate mediante il software GraphPad
Prism 5.0 per ottenere la curva di taratura.

Studio in campo
Lo studio ha riguardato 21 gruppi di broiler commerciali. All’inizio del ciclo pro-
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duttivo (1-4 gg), da 3 a 8 soggetti di ciascun gruppo venivano conferiti alla Sezione
Diagnostica di Treviso dell’IZS delle Venezie per controlli diagnostici routinari a
inizio ciclo.

Da ogni gruppo ¢ stato raccolto un pool di contenuto intestinale prelevato in corri-
spondenza di ileo terminale, cieco e colon terminale, da sottoporre a Real-Time PCR
secondo il protocollo descritto da Jung et al. (2017) e convertite in Unita Formanti
Colonia/grammo (UFC/g) secondo la curva di taratura ottenuta nello sviluppo della
metodica diagnostica.

Tutti 1 gruppi sono stati monitorati clinicamente durante 1’intero ciclo produttivo al
fine di valutare la comparsa di sintomi riferibili a spondilite. Alcuni soggetti sinto-
matici sono stati sottoposti ad esame necroscopico in campo per la verifica di lesioni
vertebrali ascrivibili a spondilite enterococcica.

RISULTATI

Quattordici gruppi (1-6, 8-14 e 20) non hanno presentato sintomatologia riferibile
a spondilite enterococcica. Ad eccezione del gruppo 7, tutti i gruppi che hanno ma-
nifestato la patologia presentavano una carica intestinale di £. cecorum superiore
a 1,48 x10% UFC/g a inizio ciclo. Solo un gruppo (20), pur presentando una carica
intestinale maggiore rispetto al valore soglia, non ha manifestato la malattia.

I risultati quantitativi di ciascun gruppo di broiler incluso nello studio, vengono ri-
portati in figura 1.

Figura 1 Quantificazione degli enterococchi espressa in UFC/g impiegando una sca-
la logaritmica (ordinate).
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DISCUSSIONE

I nostri risultati confermano la relazione esistente tra carica intestinale di E.
cecorum nei primi giorni di vita e comparsa di spondilite enterococcica, come
riportato in letteratura (Borst et al., 2017, Jung et al., 2017). Tuttavia tali studi
si sono basati su osservazioni raccolte in numeri esigui di gruppi di broiler, in
particolare quello di Jung et al. (2017) che ha messo a confronto la carica intesti-
nale di E. cecorum tra solo due gruppi. Il presente studio propone come cut-off
predittivo per la spondilite enterococcica, un valore di 1.48x10% UFC/g, rilevato
nei primi 4 giorni di vita. Infatti sulla base delle quantificazioni intestinali di E.
cecorum nei gruppi considerati, tale limite conferisce buone sensibilita e speci-
ficita alla metodica bio-molecolare nel rilevare i gruppi che manifesteranno la
malattia. Solo in due gruppi (7 ¢ 20) la quantificazione di E. cecorum in ambito
intestinale non ¢ risultata predittiva della spondilite. Per il gruppo 20 tale fe-
nomeno potrebbe essere la conseguenza di eventuali trattamenti antimicrobici
somministrati durante il ciclo produttivo per altre patologie e che potrebbero
avere influenzato la microflora intestinale, inclusa la componente enterococcica.
Il gruppo 7 ¢ stato [’unico che, pur manifestando la malattia nel corso del ciclo
produttivo, aveva una carica intestinale inferiore al cut-off proposto. La spiega-
zione potrebbe essere ricondotta alla presenza di fattori predisponenti la spondi-
lite (es. qualita della lettiera) o a limiti legati alla numerosita del campione e/o
alla variabilita degli individui selezionati.

CONCLUSIONI

Il presente studio conferma come esista una correlazione tra carica intestinale di
E. cecorum all’inizio del ciclo produttivo e la comparsa di spondilite e sugge-
risce un protocollo diagnostico predittivo utile all’indagine di fattori predispo-
nenti o concomitanti della malattia, a favore di un uso razionale dell’antimicro-
bico. Il metodo si presta inoltre a studiare tutti i fattori nutrizionali che possono
concorrere a mantenere bassa la carica di E. cecorum durante il ciclo produttivo
(prebiotici, probiotici e oli essenziali ecc.).
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Summary

The present report describes an uncommon avian botulism outbreak caused by BoNT
type D/C occurred in a commercial quail flock (Coturnix coturnix). The episode oc-
curred in July 2020 in a farm of 40.000 quails. The birds showed neuro-paralytic signs
and a mortality rate which reached 30%. No gross lesions were observed and the rou-
tine diagnostic examinations for viruses and bacteria resulted negative.

The epidemiological investigation reveals an anomalous high number of flies outside
and inside the farm. Some death flies were observed in the drinking cups of symptom-
atic birds. Drinking water was collected from the central cistern, peripheral tank of the
rooms and from the drinking cups in the cages that hosted affected quails. An insec-
ticide was dispersed outside the farm and died flies were collected for BoNT-encodin
genes research.

The results from environmental samples revealed the presence of BoNT type D/C in
the drinking water collected from the cups and in the flies. Our findings sustain the pos-
sible role of the flies (Musca domestica) as mechanical vectors for botulism in poultry.

INTRODUZIONE

11 botulismo aviare ¢ una malattia neuro-paralitica che colpisce un ampio numero di
specie di uccelli domestici e selvatici. I segni clinici sono caratterizzati da abbat-
timento, decubito tarsale, riluttanza al movimento, ptosi delle ali e delle palpebre e
incapacita di sollevare il capo che, per questo motivo, viene appoggiato sul piano
(“limber neck”) Tali sintomi sono dovuti a una paralisi flaccida caudo-craniale
che coinvolge i muscoli di arti inferiori, ali, collo e palpebre culminando con la
morte dell’animale in seguito ad 1nsufﬁc1enza respiratoria dovuta alla paralisi della
componente muscolare deputata a tale funzione (Dohms et al.,1982; Blandford &
Roberts, 1970; Peck et al., 2017).

L’agente eziologico del botulismo ¢ una neurotossina (BoNT) di cui si riconoscono
7 diversi sierotipi identificati con le lettere dell’alfabeto dalla A alla H, prodotte da
specie appartenenti al genere Clostridium: batteri sporigeni Gram positivi anaerobi
obbligati (Segner et al., 1971; Oguma et al., 1986). Un tempo si credeva che le BoNTs
fossero prodotte da un’unica specie clostridica chiamata Clostridium botulinum. Oggi
sappiamo che C. botulinum ¢ formato da almeno 4 specie diverse che hanno mantenuto

163



la stessa nomenclatura ma a cui viene assegnato un gruppo diverso identificato con
numeri romani (da I a IV). In aggiunta esistono alcuni ceppi di C. butyricum e di C.
baratii in grado di produrre BoNTs rispettivamente di tipo E ed F (Peck et al., 2017).
Le BoNTs sono proteine idrosolubili in grado di provocare una sindrome paralitica in
molte specie animali e nell’uomo attraverso il clivaggio di un gruppo di proteine defi-
nite SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor), coinvolte nel meccanismo
del rilascio dell’acetilcolina a livello pre-sinaptico. Il mancato rilascio di acetilcolina
ad opera dell’azione enzimatica di BoNT su questo gruppo di proteine, causa la classi-
ca paralisi flaccida osservata nei casi di botulismo (Montecucco et al., 1996). 1l botu-
lismo umano ¢ sostenuto da BoNT di tipo A, B, E, F mentre quello animale ¢ causato
principalmente dai sierotipi C, D e dalle loro forme mosaico D/C e C/D derivanti dal
rimodellamento genetico dei fagi che veicolano i geni codificanti le tossine di questi
due sierotipi (Anniballi et al 2013; Woudstra et al., 2012). Tali sierotipi derivano da C.
botulinum gruppo Il1, oggi chiamato C. novyi senso lato, a cui appartengono anche C.
nowyi e C. haemolyticum (Skarin et al., 2011)

In particolare, le BoNTs tipiche del botulismo aviare appartengono ai sierotipi C, C/D,
D/C, E, tipica degli uccelli ittiofagi, e raramente A (Bano et al., 2017; Chipault et al.
2015; Circella et al.,2019; Hannett et al., 2011; Souillard et al., 2017; Souillard et al.,
2021; Fillo et al., 2021). 1l sierotipo piu frequentemente implicato in casi di botulismo
aviare ¢ il C/D, che risulterebbe piu letale rispetto a BONT C non-mosaico (Takeda et
al 2005; Miyazaki & Sakaguchi, 1978; Anza et al., 2014; Bano et al., 2017; Woudstra
et al., 2012; Fillo et al., 2021).

La prima segnalazione di BoNT tipo C in insetti raccolti in un focolaio di botulismo
aviare ¢ avvenuto in larve di mosca verde (Lucilia caeser) che si erano cibate delle
carcasse in un allevamento di polli (Bengtson, 1922). In seguito si ¢ visto che le larve
di dittero e gli insetti necrofagi giocano un ruolo fondamentale nella patogenesi e nel
mantenimento di diversi focolai di botulismo aviare, spiegando anche come uccelli
non necrofagi fossero coinvolti in numerosi casi di intossicazione (Duncan & Jensen,
1976; Foreyt & Abinanti, 1980; Hubalek & Halouzka,1991; Wobeser, 1997).

Anche dalle mosche, prelevate da luoghi prossimi ai focolai di botulismo sono stati
isolati Clostridi produttori di BoNT/C e C/D ma fino al 2014 il ruolo delle mosche
in focolai di botulismo aviare non era ancora noto (Duncan & Jensen, 1976; Vidal
et al., 2013). Anza et al. (2014) riuscirono a dimostrare sperimentalmente, ricreando
le condizioni di un focolaio, che era possibile per le mosche trasportare i Clostridi
BoNT-produttori per 24 ore, tempo sufficientemente ad alcuni tipi di mosca per per-
correre dai 6 ai 32 km.

11 nostro studio riporta un caso di botulismo aviare in un allevamento di quaglie, la cui
genesi ¢ plausibilmente da attribuire al ruolo di vettore meccanico della mosca.

MATERIALI E METODI

Nel luglio del 2020, in un allevamento a ciclo chiuso di circa 40000 quaglie (36000
soggetti da carne e 4000 coppie di riproduttori) della provincia di Verona, si segnalava
un aumento della mortalita che in poche settimane interessava il 30% dell’effettivo. Gli
animali erano stabulati in gabbie poste in batterie di 5 piani, di cui 2 inutilizzati in modo
alternato, che occupavano 5 stanze. Le gabbie erano ben separate tra loro impedendo
contatti diretti tra gli animali di gabbie adiacenti. | soggetti erano alimentati con man-
gime commerciale distribuito attraverso coclea in partenza dal silo esterno e per caduta
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alle mangiatoie poste in ciascuna gabbia. L’acqua scorreva dalle cisterne di raccolta alle
vaschette intermedie, poste in alto in diversi punti all’interno delle stanze di allevamento,
per poi arrivare per gravita separatamente ai vari abbeveratoi delle gabbie.

Gli animali colpiti manifestavano una sindrome paralitica di vario grado caratterizzata
da ali cadenti, ptosi palpebrale, decubito tarsale e morte di tutti i soggetti sintomatici.
La mortalita colpiva tutti i soggetti di una stessa gabbia, mentre i soggetti ospitati nelle
gabbie adiacenti potevano non essere colpiti dalla malattia.

Inizialmente le carcasse dei soggetti deceduti erano state conferite a un laboratorio
diagnostico privato che escludeva le piu comuni cause virali e batteriche di mortalita
della quaglia. Lo stesso laboratorio inviava i pacchetti intestinali presso la Sezione
Diagnostica di Treviso dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie che
confermava la diagnosi di botulismo aviare sostenuto da BoNTs di tipo D/C attraverso
procedure di laboratorio precedentemente descritte (Bano et al., 2017).

In seguito alla positivita riscontrata si decideva un sopralluogo aziendale congiunto tra
personale veterinario dell’IZS e veterinario aziendale al fine di individuare la fonte del-
la tossinfezione o di intossicazione e per condurre un’indagine epidemiologica com-
pleta. Inizialmente sono stati prelevati campioni di alimento ed acqua. Quest’ultima ¢
stata prelevata in piul punti: cisterna centrale, vasca di stoccaggio presenti nelle singole
stanze di allevamento e abbeveratoi.

I campioni d’acqua sono stati sottoposti alla ricerca di tossina botulinica attraverso
prova biologica, come previsto dalla procedura del Centro di Referenza per il Botuli-
smo (CNRB 30.012, 2021). Gli stessi campioni d’acqua, quelli d’alimento e i pool di
ditteri raccolti negli abbeveratoi sono stati sottoposti alla ricerca di Clostridi produttori
di neurotossine. Per i sierotipi A, B, E ed F ¢ stato applicato il protocollo in real-time
PCR del CNRB (31.012,2021) mentre per i tipi C, D e per le forme mosaico sono stati
applicati protocolli di PCR precedentemente pubblicati (Franciosa et al., 1996).

RISULTATI

11 sopralluogo aziendale ha evidenziato la presenza di numerosi ditteri (Musca dome-
stica) all’interno e all’esterno delle stanze d’allevamento. Molti di questi erano rinve-
nuti morti al di fuori delle stanze in seguito a trattamenti periodici con antiparassitari
indirizzati ad abbatterne la carica, a base di Thiamethoxam (TMX). All’interno delle
stanze erano presenti esemplari vivi e morti, alcuni erano deceduti all’interno degli
abbeveratoi. In prossimita dell’allevamento era presente una fossa di stoccaggio delle
deiezioni, ritenuto il sito di moltiplicazione delle mosche.

Gli accertamenti di laboratorio per la ricerca di tossina botulinica dall’acqua hanno
dato tutti esito negativo. Clostridi produttori di BoNT tipo D/C sono stati invece evi-
denziati nel pool di ditteri prelevato al di fuori delle stanze e nelle vaschette d’abbeve-
rata, ma solo in quelle dove erano presenti degli esemplari di dittero deceduti e dove le
quaglie manifestavano sintomatologia o erano gia tutte morte.

Al contrario ’acqua degli abbeveratoi in cui non erano presenti mosche morte era
risultata negativa, cosi come il campione di alimento analizzato.

DISCUSSIONE

Quella aviare ¢ la forma di botulismo piu frequente in natura ed ¢ dovuta principalmen-
te al sierotipo mosaico C/D. Nel caso oggetto del presente studio, responsabile dell’e-
pisodio di malattia era un sierotipo rinvenuto sporadicamente negli uccelli, che invece
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¢ il piu frequente nei casi di botulismo bovino (Fillo et al., 2021). Questo riscontro ¢
molto importante e apre interrogativi interessanti circa 1’origine della malattia.

La mortalita a “macchia di leopardo” nelle gabbie della stessa batteria o di batterie
diverse nella stessa stanza, porterebbero ad escludere la forma tossinfettiva alimentare,
tipica del botulismo umano e di quello bovino. Infatti i risultati sia sull’acqua prelevata
prima della distribuzione negli abbeveratoi che sull’alimento hanno dato esito negativo.
La positivita riscontrata negli abbeveratoi, dove le mosche andavano a morire, ¢ negli
esemplari di dittero raccolti all’esterno e all’interno dell’allevamento, fanno ritenere
che questi insetti abbiano giocato un ruolo epidemiologico importante nella distribu-
zione anomala della mortalita osservata in allevamento.

E’ da anni noto il ruolo delle larve di dittero che si sviluppano in carcasse di uccelli
deceduti per botulismo nel mantenimento della malattia. Queste veicolano infatti sia le
spore botuliniche che le neurotossine preformate (Duncan & Jensen, 1976; Foreyt &
Abinanti, 1980; Hubalek & Halouzka,1991; Wobeser, 1997).

Come osservato da Anza et al. (2014) anche i ditteri adulti possono avere un ruolo
importante nella diffusione delle spore botuliniche, come probabilmente accaduto nel
caso descritto in questa tesi. Si puo ipotizzare che le mosche, portatrici di BoNT o di
Clostridi BoNT-produttori, stordite dal trattamento insetticida si siano prima disperse
tra le gabbie per poi morire nell’acqua degli abbeveratoi. Questo meccanismo spieghe-
rebbe la mortalita a macchia di leopardo delle gabbie. Un effetto tossico da TMX ¢ da
escludersi in quanto si tratta di un neonicotinoide selettivo per i recettori degli insetti,
mentre vengono segnalati episodi di epatotossicita cronica e carcinogenesi in mammi-
feri (ratti, topi, conigli).

CONCLUSIONI

La lotta alle mosche deve costituire una parte importante dei programmi di biosicu-
rezza delle aziende avicole. Il controllo delle popolazioni di ditteri, infatti, realizzato
attraverso ’applicazione di barriere anti-insetto, di trappole adesive, o di prodotti in-
setticidi, puo rappresentare un metodo efficace di riduzione del rischio di introduzione
di patogeni all’interno degli allevamenti. Queste misure non possono prescindere da
una corretta gestione delle carcasse che devono prontamente essere allontanate per
evitare che sulle stesse le mosche possano deporre le uova.

Nonostante sia stata evidenziata una relazione diretta tra la comparsa del botulismo
negli allevamenti avicoli e la presenza delle mosche, molti sono gli aspetti che la ri-
cerca deve ancora chiarire. Tra gli altri, ad esempio non ¢ noto se le mosche rappre-
sentino solo dei vettori meccanici delle spore, se fungano da vettori biologici, o se, al
loro interno, il C. botulinum possa replicare e quindi essere diffuso, attraverso le loro
escrezioni. Questo, al fine di disporre informazioni utili ad implementare piani efficaci
di controllo della malattia che in alcune aree a forte vocazione avicola puo avere un
impatto economico significativo.
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Summary

Dermanyssus gallinae (De Geer, 1978), the poultry red mite (PRM), is a major threat
in the poultry industry worldwide, due to its heavy impact on both animal health and
production, the related economic losses, and its vectorial role in some infectious dis-
eases. The control of the PRM is particularly challenging because of several factors,
such as the upsurge of mite populations resistant to acaricides worldwide. An eight-
year survey (2018-2015) on the susceptibility of Italian PRM populations to phoxim,
amitraz, and l-cyhalothrin reported a decreasing trend in the efficacy of those drugs
during the years. With this in mind, the study was aimed to investigate the evolution
of the efficacy of some of those acaricides after eight years. Eleven PRM populations
from Apulia and Campania were tested in vitro for their susceptibility to a 2X con-
centration of phoxim and cypermethrin with respect to those indicated by the manu-
facturer. The percent efficacy of the drugs was extremely variable, with overall mean
values of 75.97% for phoxim and 49.05% for cypermethrin. Compared to the results
from the previous survey, the trend of acaricide efficacy showed wide fluctuations
during the years, mostly for phoxim, whose efficacy increased from 65% in 2015 to
75.97%. The obtained results confirm that acaricide resistance is still a concrete issue
in the poultry industry, thus highlighting the pivotal role of a tailored strategy in the
fight against D. gallinae.

INTRODUZIONE

Dermanyssus gallinae (De Geer, 1978) € un acaro ematofago notturno particolar-
mente temuto nel settore avicolo intensivo, con una prevalenza che si assesta anche
intorno al 90% in alcuni Paesi europei [1]. Questo acaro esercita un notevole impatto
negli allevamenti infestati, che si manifesta direttamente sugli animali in termini
di calo della deposizione, irritabilita, cannibalismo ed anemia, fino addirittura alla
morte, in caso di infestazioni massive [1]. Non meno preoccupante ¢ il ruolo che D.
gallinae puod assumere nel favorire la diffusione e la trasmissione di alcuni impor-
tanti agenti patogeni del pollame, tra cui Escherichia coli, Salmonella Enteritidis
e Gallinarum, ed il virus dell’Influenza aviare [2]. Gli effetti nocivi della presenza
dell’acaro rosso si ripercuotono anche da un punto di vista economico, con perdite
annuali stimate intorno ai 130 milioni di euro negli allevamenti europei, sia per le
conseguenti perdite produttive, che per i trattamenti contro il parassita [3].

Il controllo delle infestazioni da D. gallinae risulta particolarmente difficile da attua-
re a causa di diversi fattori. Il ciclo biologico dell’acaro rosso, dalle uova allo stadio
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di adulto, puo completarsi anche in soli 7 giorni in condizioni ambientali favorevoli,
rendendo cosi possibile il raddoppiamento della popolazione all’interno del capannone
in una sola settimana [1]. In breve tempo, la densita della popolazione puo raggiun-
gere 1 50.000 acari per ciascun animale, arrivando addirittura a 500.000 in caso di
infestazioni massive [1]. Inoltre, D. gallinae pud essere presente in modo permanente
all’interno dei capannoni infestati, anche in assenza di animali durante il vuoto sanita-
rio, riuscendo a sopravvivere persino 8 mesi senza compiere alcun pasto di sangue [4].
Oltre alle difficolta legate alle proprieta biologiche dell’acaro, il controllo delle infesta-
zioni € reso ancora piu complicato dall’insorgenza di fenomeni di resistenza nei con-
fronti delle sostanze pit comunemente utilizzate. Gli acaricidi sintetici e semisintetici
sono tuttora la scelta piu adottata, sebbene numerose soluzioni alternative siano state
proposte a partire dagli ultimi anni [5]. In passato il controllo di D. gallinae si basava
su composti perlopiu utilizzati in campo agricolo, come piretrine, piretroidi e carbam-
mati, non autorizzati per I’utilizzo negli allevamenti avicoli, con la limitazione di non
poter essere impiegati in presenza di animali [6]. Solo negli ultimi anni sono stati im-
messi sul commercio prodotti specifici per la lotta all’acaro rosso, quali phoxim, spino-
sad e, piu recentemente, fluralaner, che rappresentano al momento la scelta d’elezione.
Nel corso degli anni numerose segnalazioni di popolazioni di D. gallinae resistenti ad
una o piu di queste sostanze sono state riportate in molti Paesi, compresa I’Italia [5,
7]. In particolare, uno studio condotto su allevamenti di galline ovaiole italiani in un
arco di tempo di 8 anni ha evidenziato come le percentuali di efficacia di I-cialotrina,
phoxim e amitraz tendano a diminuire drasticamente nel corso del tempo [5].

Alla luce di tali considerazioni, questo studio si propone di portare avanti le ricerche
precedenti, in modo da approfondire I’andamento della sensibilita agli acaricidi nell’a-
caro rosso in Italia, valutando se e come la situazione sia cambiata a distanza di 8 anni.

MATERIALI E METODI

Test di sensibilita

I campioni di D. gallinae sono stati prelevati da 11 allevamenti industriali di galline
ovaiole in Puglia ¢ Campania. Una volta raccolti, sono stati sottoposti ad un periodo di
starvation per 5 giorni al buio € a temperatura ambiente.

E stata testata in vitro la sensibilita dei campioni di acari nei confronti di phoxim (Bye-
Mite, Bayer Animal Health, Leverkusen, Germany) e cipermetrina (Bio Revanol, San-
dokan, Italia). Gli acaricidi sono stati testati ad una concentrazione 2 volte superiore a
quella consigliata dal produttore per 1'uso in campo (2X).

11 test di efficacia ¢ stato allestito tramite la tecnica per contatto descritta da Thind e
Muggleton [8]. In breve, due sezioni di carta da filtro sono state impregnate con 200
mL di soluzione acaricida. Successivamente 20 acari sono stati posizionati sulla carta
da filtro con un pennello. Le due sezioni sono state quindi sigillate tramite un sottile
strato di colla vinilica lungo il margine esterno, realizzando cosi delle celle che sono
state incubate per 24 h a 20°C. Al termine del periodo di incubazione, ciascuna cella
¢ stata aperta e gli acari all’interno sono stati esaminati, registrando il numero di acari
vivi e morti con ’aiuto di uno stereomicroscopio. Per ogni prova ¢ stato eseguito un
controllo negativo, utilizzando acqua al posto della soluzione acaricida. Per ciascuna
popolazione di acari le prove sono state effettuate in triplicato.

La percentuale di efficacia ¢ stata calcolata applicando la formula di Abbott [9], modi-
ficata tenendo conto della media dei tre replicati.
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) o (media acari di controllo vivi — media acari trattati vivi)
% di ef ficacia =

media acari di controllo vivi x 100

Sulla base della sensibilita agli acaricidi testati, le popolazioni di D. gallinae sono state
classificate in quattro classi di efficacia (EC). Le popolazioni con una EC compresa tra
0-20% sono state considerate altamente resistenti (AR), tra 21-40% moderatamente
resistenti (MR), tra 41-60% intermedie (I), tra 61-80% sensibili (S) e tra 81-100%
altamente sensibili (AS).

Analisi statistica

La distribuzione normale delle percentuali di efficacia di phoxim e cipermetrina per le
popolazioni di D. gallinae analizzate ¢ stata valutata mediante il test di Shapiro-Wilk.
La normalita ¢ stata considerata nulla per entrambi i gruppi (p < 0.05). Pertanto, sono
stati calcolati il valore centrale e I’intervallo di confidenza al 90% (IC90) tramite lo
stimatore del valore centrale di Hodges-Lehmann. Tutte le analisi statistiche sono state
effettuate mediante il software R v.4.1.2 [10] ed il package DescTools v.0.99.44.

RISULTATI

La percentuale di efficacia per phoxim e cipermetrina ha mostrato ampie fluttuazioni
all’interno delle diverse popolazioni di acari analizzate (Tabella 1). In particolare, I’ef-
ficacia del phoxim varia dal 9,5 al 100%, con un valore medio del 75,97% (IC90 =
48,6-85,55). Per la cipermetrina invece 1’efficacia spazia dal 27,7 al 100%, con un
valore medio del 49.05% (IC90 = 34.99-67.5).

Tabella 1. Percentuale di efficacia di phoxim e cipermetrina sulle popolazioni di
D. gallinae testate.

Phoxim Cipermetrina

Popolazione % di efficacia Classe di efficacia % di efficacia  Classe di efficacia

Bari 71,10 S 98,48 AS
Napoli 81,70 AS 60,00 I
Caserta 9,50 AR 27,70 MR
Lecce 77,80 S 40,70

Lecce 100,00 AS 70,00 S
Lecce 87,70 AS 38,60 MR
Lecce 91,70 AS 35,00 MR
Lecce 86,40 AS 35,00 MR
Bari 16,70 AR 28,30 MR
Taranto 71,00 S 100,00 AS
Lecce 63,50 S 38,90 MR
Mediana 75,97 49,05

I valori ottenuti mediante i test di efficacia, analizzati in funzione dell’EC per phoxim
e cipermetrina, sono elencati in Tabella 2.
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Tabella 2. Distribuzione delle popolazioni di D. gallinae in funzione della classe di
efficacia di phoxim e cipermetrina.

Classe di efficacia Phoxim Cipermetrina

Altamente sensibile 5/11 (45,4%) 2/11 (18,2%)
Sensibile 4/11 (36,4%) 1/11 (9,1%)
Intermedia 0/11 (0%) 2/11 (18,2%)
Moderatamente resistente 0/11 (0%) 6/11 (54,5%)
Altamente resistente 2/11 (18,2%) 0/11 (0%)

I dati ottenuti sono stati confrontati con quelli relativi al periodo di tempo compreso
fra il 2008 e il 2015, riportati da Pugliese ef al. [5] (Figura 1).

Figura 1. Andamento della percentuale di efficacia media del phoxim e dei piretroidi
nei confronti di D. gallinae dal 2008 al 2022, sulla base della concentrazione 2X.
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DISCUSSIONE

I risultati ottenuti in questo studio hanno confermato, come gia precedentemente
evidenziato, che il fenomeno della resistenza agli acaricidi € un problema ancora
molto presente in campo avicolo. Infatti, la percentuale di efficacia di due tra le
sostanze piu utilizzate per la lotta contro I’acaro rosso ¢ risultata pari a 75,97% per
il phoxim e 49,05% per la cipermetrina. Cio che emerge maggiormente ¢ soprattut-
to I’ampia fluttuazione dei valori di efficacia all’interno delle diverse popolazioni
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analizzate. Per il phoxim la maggior parte delle popolazioni testate ¢ risultata al-
tamente sensibile (45,4%) o sensibile (36,4%), sebbene il 18,2% si sia dimostra-
to altamente resistente, con 1’assenza di popolazioni intermedie o moderatamente
resistenti. Al contrario, per la cipermetrina oltre la meta delle popolazioni testa-
te ¢ risultata moderatamente resistente (54,5%), mentre solo il 18,2% ¢ il 9,1%
ricadeva fra gli altamente sensibili e sensibili, rispettivamente.

Confrontando i dati ottenuti in questo studio con quelli relativi al periodo 2008-
2015 [5], appare evidente che ’andamento dell’efficacia di phoxim e piretroidi
non sia costante nel tempo, ma tenda pluttosto a manifestare ampie fluttuazioni.
I piretroidi mostrano in generale una minore efficacia rispetto al phoxim, aspet-
to che si evidenzia nell’intero arco di tempo esaminato. Inoltre, sono soggetti a
maggiori fluttuazioni nell’andamento della loro efficacia, sebbene la situazione sia
rimasta piuttosto simile dal 2015 al 2022. Al contrario, I’efficacia del phoxim si €
mantenuta piuttosto elevata e costante negli anni, fino al 2015, quando ha subito un
notevole calo, con la comparsa delle prime popolazioni di acari resistenti. A distan-
za di 8 anni appare evidente come 1’efficacia del phoxim sia nuovamente risalita,
passando dal valore medio del 65% del 2015 al 75,97% del 2022.

Una possibile spiegazione per il trend dell’efficacia del phoxim ¢ legata al fatto
che fino a pochi anni fa era tra le uniche sostanze autorizzate per I’utilizzo in pre-
senza di animali, insieme allo spinosad. In tal senso, dopo i primi anni di elevata
efficacia, il suo impiego costante e talvolta quasi esclusivo potrebbe aver favorito
I’insorgenza di resistenze. La recente introduzione del fluralaner ha diversificato
la scelta dei prodotti da poter utilizzare, andando probabilmente a variare la sen-
sibilita delle popolazioni di acari nei confronti delle altre sostanze presenti sul
mercato. In questo modo, potrebbe anche aver determinato nel corso degli ultimi
anni la risalita dell’efficacia di altri acaricidi con diverso meccanismo d’azione,
come il phoxim.

Come gia ampiamente constatato, infatti, I’efficacia degli acaricidi puo essere
compromessa dal loro uso eccessivo o improprio nel corso degli anni, soprattutto
in termini di frequenza di applicazioni e concentrazioni utilizzate [6]. Tali condi-
zioni possono facilmente favorire la comparsa di popolazioni di acari resistenti,
grazie ad un meccanismo di pressione selettiva. Infatti, ad ogni trattamento la po-
polazione sensibile di partenza viene impoverita e progressivamente rimpiazzata
da una sub-popolazione resistente, che possiede un carattere fenotipico piu van-
taggioso per la sopravvivenza della popolazione stessa. Questo fenomeno potrebbe
giustificare I’elevata variabilita della sensibilita delle diverse popolazioni di D.
gallinae analizzate. Infatti, 1 protocolli per il controllo dell’acaro rosso adottati
in allevamento sono tutt’altro che standardizzati, variando soprattutto in funzione
della scelta della sostanza da applicare e della frequenza dei trattamenti. In questo
modo le popolazioni di acari vanno naturalmente incontro ad una diversificazione
dei caratteri alla base della sensibilita alle sostanze acaricide, determinando la va-
riabilita della risposta ai trattamenti.

Pertanto, alla luce di queste considerazioni, 1’obiettivo principale nel controllo
all’acaro rosso dovrebbe tener conto di tali considerazioni, cercando di evitare la
selezione delle sub-popolazioni resistenti tramite la rotazione delle sostanze a di-
sposizione e 1’uso oculato degli acaricidi, in funzione della loro efficacia.
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CONCLUSIONE

Alla luce dei risultati ottenuti in questo studio, appare evidente che il problema della
resistenza di D. gallinae nei confronti di alcune delle sostanze piu utilizzate, come
phoxim e piretroidi, assuma ancora un ruolo rilevante. Sulla base di queste conside-
razioni e dei dati emersi da questo studio, appare chiaro che la strategia migliore per
la lotta farmacologica all’acaro rosso non possa escludere dei programmi di rotazio-
ne delle sostanze a disposizione, cosi come la scelta di prodotti la cui efficacia sia
prima verificata tramite prove di laboratorio.
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Summary

Mycotoxins are toxic secondary metabolites produced by fungal species that usually
contaminate foods and feeds. Their lipophilic properties allow them to persist in the
fat tissues of animals that ingest them, representing a risk for the consumers because
of their toxicity and carcinogenicity. Apart from their toxicity to human, there are spe-
cies more susceptible to the mycotoxin actions, such as the avian ones. This report
describes a case in a laying hen farm certified as antibiotic free, where animals were
fed with foodstuff with linseed added to obtain eggs enriched in omega-3 fat acids. In
this case, the concurrent action of aflatoxin B and ochratoxin A caused a significant
decrease in production and increase in mortality. At anatomo-pathologic examinations,
the animals showed severe kidney degeneration along with liver lesions. Ovary and
oviduct were hypoplastic, and evident signs of anemia were observed. Aflatoxin B
and ochratoxin A were detected by HPLC in organs and in foodstuff with the addition
of linseed. This case wants to drive attention to the importance of a careful check of
the feedstuff to be used in poultry farms with a quality-oriented production, in order
to avoid contaminations that can harm both the animal welfare and the public health.

INTRODUZIONE

Le micotossine sono prodotti secondari del metabolismo di molte specie di funghi, tra
cui quelli appartenenti ai generi Aspergillus, Penicillium e Fusarium [1]. Essi sono
contaminanti naturali di granaglie, frutta secca e foraggi [2], ma il loro sviluppo ¢
favorito da temperature tra i 20 e i 35 °C (a seconda delle specie) e valori di attivita
dell’acqua (a, ) solitamente superiori a 0,92, con differenze specie-specifiche [3].

Gli animali da reddito destinati alla produzione di alimenti assumono le micotossine
attraverso il mangime contaminato o preparato con materie prime contaminate. Quindi
le micotossine, che sono lipofile, si accumulano nei tessuti € vengono escrete con il
latte e le uova [2, 4]. Se per gli animali ¢ possibile pensare a forme acute di intossi-
cazione, in realta sempre piu rare, il consumo di alimenti contaminati porta nel tem-
po a fenomeni tossici di tipo cronico che possono coinvolgere anche 1’'uomo. Non &
certamente di importanza secondaria la potenziale cancerogenicita delle micotossine
[5], le quali, peraltro, non hanno tutte lo stesso grado di tossicita. Le aflatossine (AF),
prodotte principalmente da Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sono tra le pitu
pericolose. Infatti, ¢ nota un’importante azione epatotossica a cui si sommano effetti
cronici immunosoppressivi che favoriscono 1’insorgenza di infezioni secondarie [6].
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Inoltre, le aflatossine B1 (AFB1) ed M1 (AFM1) sono state rispettivamente inserite
tra 1 carcinogeni di tipo I e 2B dall’Agenzia Internazionale per la Ricerca sul cancro
(IARC) [7]. Gli uccelli domestici sono particolarmente sensibili alle AF, che causano
steatosi epatica, disturbi renali, deformita ossee e immunosoppressione, oltre a riduzio-
ne dell’accrescimento e riduzione della qualita delle uova deposte [4].

Le ocratossine (OT) sono invece considerate meno tossiche delle AF ma non per que-
sto destano minore preoccupazione. In particolare, I’ocratossina A (OTA) ¢ considerata
nefrotossica, epatotossica, neurotossica, immunotossica ed ¢ stata inserita tra i carcino-
geni di classe 2B. Il pollame ¢ particolarmente sensibile anche all’OTA, che causa ane-
mia, alta concentrazione di urati, diarrea, calo di deposizione e riduzione della qualita
delle uova [8]. L’elevata lipofilia dell’OTA, insieme con I’alta affinita per le proteine
sieriche, ne determina il bioaccumulo nei tessuti, raggiungendo concentrazioni non
compatibili con il consumo umano [9].

Per ridurre i rischi del consumatore e tutelare la salute degli animali da reddito, sono
stati stabiliti dei limiti ben precisi per le AF e le OT nei mangimi destinati all’alimenta-
zione degli animali. In particolare, il regolamento EU 574/2011 ha stabilito in 20 mg/
kg la concentrazione massima di AFB1 nei mangimi per il pollame, ¢ in 5 mg/kg quella
nei mangimi per pulcini e pollastre. La concentrazione limite per I’OTA ¢ stata invece
stabilita dalle raccomandazioni UE 576/2006 in 100 mg/kg.

Alla luce di quanto sopra descritto, questo studio riporta le cause e gli effetti di un epi-
sodio di intossicazione da AFB1 e OTA osservato in un allevamento di galline ovaiole
allevate senza antibiotici per la produzione di uova arricchite in acidi grassi v-3 (O3).

MATERIALI E METODI

Storia del caso

L’azienda oggetto di studio ¢ certificata “Antibiotic free” e, al momento dell’episodio
descritto, ospitava 2 gruppi di 3600 galline ovaiole ciascuno, uno di ibridi Lohmann
White e I’altro di Lohmann Red, in due capannoni distinti. Tutti gli animali erano stati
accasati nel maggio 2021 ad un’eta di 112 giorni ed erano allevati a terra al chiuso su
lettiera. In particolare, il gruppo di Lohmann White produceva uova arricchite con O3,
regolarmente certificate da un ente accreditato. L’arricchimento era ottenuto integran-
do I’alimentazione delle galline con quantita di semi di lino crescenti dal 3% (luglio
2021) al 7% (ottobre 2021).

La curva di deposizione, inizialmente sovrapponibile a quella indicata dalla casa ma-
dre per gli ibridi accasati, a dicembre 2021 si attestava su una percentuale del 95%.
Nelle settimane successive, tuttavia, la produzione di uova calava drasticamente, fino
araggiungere in 21 giorni il 68%. In questo periodo al calo della deposizione non cor-
rispondeva alcun aumento della mortalita (0,27% mensile).

A partire dal primo gennaio 2022, a causa dell’anomalo andamento della produzione,
I’allevatore sospendeva 1’integrazione con i semi di lino, al quale corrispondeva un
aumento della deposizione che raggiungeva 1’82%. Al ripristino dell’integrazione con
semi di lino al 4%, corrispondeva con un nuovo calo di deposizione che raggiungeva
questa volta il 70%, e che stavolta si associava ad un aumento significativo della mor-
talita (3,25% mensile).

Un capannone gemello, in cui la razione alimentare non era arricchita con semi di lino
non ha manifestato alcuna sintomatologia clinica, né alterazioni della curva della de-
posizione e della mortalita per I’intero ciclo produttivo.
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Per determinare la causa del calo della deposizione e dell’anomala mortalita dieci car-
casse sono state sottoposte a esame necroscopico. Dagli animali esaminati sono sta-
ti prelevati fegato e reni. Contemporaneamente, in azienda sono stati raccolti cinque
campioni di mangime addizionato con semi di lino al 4% e cinque di mangime non
addizionato.

L’allevatore, contestualmente all’invio delle carcasse al laboratorio, sostituiva il man-
gime contenente i semi di lino con altro non addizionato che in quel periodo era som-
ministrato al capannone gemello. Dopo pochi giorni la curva di deposizione si alzava
nuovamente avvicinandosi a quella prevista dalle tabelle fornite dalla casa produttrice
e la mortalita calava su livelli fisiologici per 1’allevamento.

Esami istopatologici

Parte dei campioni raccolti durante I’esame necroscopico sono stati posti in formalina
tamponata al 10%. I campioni sono stati quindi inclusi in paraffina secondo le proce-
dure standard, sezionati a 4 mm con microtomo € colorati con ematossilina-eosina.

Estrazione e purificazione delle micotossine da organo

Aliquote da 20 g di organo sono state omogenizzate in acido fosforico 1M, e 2,5 g di
omogenato sono stati trattati con etilacetato prima di essere centrifugate per 5’ a 350xg.
Le fasi organiche sono state combinate e sottoposte ad estrazione con NaHCO3 0,5 M,
pH 8,4. L’estratto ¢ stato purificato ulteriormente mediante passaggio in una colonna
AflaOchra LC a immunoaffinita e le micotossine sono state eluite con alcol metilico.

Estrazione e purificazione delle micotossine da mangime

Al momento del conferimento presso il Dipartimento di Medicina Veterinaria dell’U-
niversita di Bari, il mangime ¢ stato triturato e mantenuto a +4 °C. Aliquote da 25 g
sono state successivamente omogenizzate in alcol metilico 70% e filtrate. Parte del
filtrato ¢ stato tamponato con PBS e sottoposto a purificazione in colonne AflaOchra
LC. Le micotossine sono state eluite in alcol metilico.

Cromatografia liquida ad alta prestazione

Venti mL di eluito sono stati utilizzati per la ricerca di micotossine in cromatografia
liquida, mediante uno strumento Agilent 1100 dotato di pompa, iniettore Rheodyne
7125 e rilevatore a fluorescenza. Nello specifico, il campione ¢ stato introdotto in co-
lonna Restek C18, e una miscela metanolo-acqua 45:55 v/v ¢ stata usata come fase
mobile per la mobilizzazione di AFB, con rilevazione a 360 e 440 nm come lunghezze
d’onda rispettivamente di eccitazione e di emissione. L’OTA ¢ stata mobilizzata con
una miscela acetonitrile-acqua-acido acetico 99:99:2 e lunghezze d’onda di rilevazio-
ne di 333 ¢ 477 nm [10].

RISULTATI

Rilievi anatomopatologici

All’esame necroscopico si evidenziava cattivo stato di nutrizione. La regione pericloa-
cale era imbrattata di feci diarroiche di colorito giallastro, mentre le creste, i bargigli e
le mucose apparenti apparivano di colorito pallido ad indicare un grave stato anemico
(Fig. 1a). Anche il midollo osseo (Fig. 1b), si mostrava discromico rispetto alla norma-
le condizione questa tipica degli stati aplastici.
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Figura 1. a) Pallore di cresta e bargigli. b) Midollo osseo in cui € chiaramente evi-
dente la decolorazione nella porzione distale.

I reni si presentavano di colorito giallo-ocra e con evidenti segni di sofferenza, quale
ad esempio un consistente aumento di volume ed emorragie superficiali. Si osserva-
va inoltre 1’assenza di adiposi nelle logge renali (Fig. 2).

Figura 2. Reni ipocromici e ipertrofici. Si apprezza anche I’ipoplasia dell’ovidutto.
Quest’ultimo segno era probabilmente legato allo stato di denutrizione degli animali,
e si associava a una palese riduzione di volume dello stomaco muscolare. Ipoplastico

risultava anche I’apparato riproduttore, con evidente regressione di ovario e ovidutto
(Figg. 2 e 3).
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Figura 3. Ipoplasia di ovario e ovidutto.
I depositi di urati evidenziabili sul peritoneo (Fig. 4a) e sui sacchi aerei (Fig. 4b)
erano probabilmente direttamente correlati con alterazioni metaboliche dei reni.

Figura 4. Depositi di urati sul peritoneo (a) e sulle membrane dei sacchi aerei ad-
dominali (b).

L’esame necroscopico metteva in luce anche importanti lesioni epatiche quali epato-
megalia, e focolai necrotici diffusi.

L’esame istologico confermava i rilievi anatomopatologici rilevando importanti
lesioni renali ed epatiche. Infatti, la sezione trasversale del rene mostrava le ca-
riomegalia e vacuolizzazione delle cellule dei tubuli prossimali con degenerazione
dei nuclei, che delineava un quadro complessivo di tubulonefrosi (Fig. 5a) e fibrosi
interstiziale. La base dei capillari glomerulari risultava inspessita. Si evidenziava
infine una diffusa atrofia dei glomeruli (Fig. 5b).
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Figura 5. Rene. Cellule vacuolate con degenerazione nucleare (a, 20X) e atrofia
glomerulare (b, 40X).

A livello del fegato si apprezzavano alterazioni degenerative del parenchima, ca-
ratterizzate da iperplasia nodulare degli epatociti, focolai di cellule inflammatorie e
modesta fibrosi focale (Fig. 6a). Erano visibili anche numerosi epatociti con infiltra-
zione grassa ed erano visibili focolai emorragici ed aree congeste (Fig. 6b).

Figura 6. Fegato. Si osserva infiltrazione a focolaio di cellule infiammatorie ed aree
di congestione circondate da fibrosi focale (a, 20X), oltre che infiltrazione grassa a
carico degli epatociti (b, 40X).

Rilevamento e quantificazione delle micotossine.

Entrambe le micotossine ricercate, AFB e OTA, sono state rilevate e quantificate nei
campioni di fegato e rene sottoposti ad HPLC. In particolare, la concentrazione me-
dia di AFB era di 3,6 = 0,44 mg/kg nel fegato, e di 1,4 + 0,3 mg/kg nel rene, mentre
per I’OTA si ottenevano valori medi di 47 + 0,3 mg/kg nel rene e di 24 + 1,92 mg/
kg nel fegato.

Anche i campioni di mangime addizionati con semi di lino sono risultati contami-
nati da OTA e AFB a concentrazioni medie di 31 + 3,08 ¢ 5,6 = 0,33 mg/kg di peso
secco, rispettivamente. Nel mangime senza addizione di semi di lino I’AFB non
era invece stata rilevata, e anche la concentrazione di OTA era decisamente piu
bassa (1,1 + 0,15 mg/kg).

Il limite di rilevamento era pari a 0,10 mg/kg e 0,25 mg/kg, rispettivamente per
OTA e AFB.
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DISCUSSIONE

I1 caso descritto in questa nota offre diversi spunti di riflessione che riguardano speci-
ficamente sia gli effetti patologici che le micotossine hanno sugli animali, sia aspetti
piu strettamente normativi, i quali sono indirizzati a ridurre il rischio di sviluppare
micotossicosi durante il ciclo di allevamento ed evitare la produzione e commercia-
lizzazione di alimenti contaminati e quindi potenzialmente pericolosi.

Infatti, il quadro anatomopatologico osservato non ¢ riconducibile all’azione di una
specifica micotossina ma ¢ probabilmente da attribuire ad una patologia ad eziologia
tossica ad andamento cronico dovuta all’azione combinata di AF e OT.

Il quadro osservato, pertanto, ¢ da considerare misto € contempera sia aspetti pa-
tologici legati ad una o all’altra delle due tossine. Per quanto riguarda le AF, ad
esempio, se da un lato, sono assenti 0 poco presenti le alterazioni macroscopiche
tipiche dell’intossicazione soprattutto a livello del fegato, che rappresenta 1’organo
bersaglio, ben piu significativo ¢ il quadro istopatologico dello stesso organo che ¢
molto piu rispondente a quanto descritto in letteratura in questi casi [11].

Inoltre, particolarmente evidenti sono le alterazioni patologiche primarie del rene
(aumento di volume, decolorazione e presenza di urati disseminati sui foglietti sie-
rosi), e gli effetti secondari sulle sierose (accumulo di urati) attribuibili all’azione
delle OT [12, 13]. Molto interessante 1’effetto della patologia tossica sullo sviluppo
dell’ovaio e dell’ovidutto, ritrovati quasi costantemente ipoplastici, che motivano il
significativo calo della deposizione registrato durante il ciclo produttivo [14].

Gli esami tossicologici confermano un accumulo anomalo di micotossine a livello
del fegato e del rene che ¢ compatibile con il quadro clinico e anatomopatologico
riscontrato. Va rilevato, tuttavia, che le quantita di tossine presenti negli organi erano
di gran lunga al di sotto delle DL50 determinate per ciascuna di esse, stimata per I’O-
TA a 3,3 mg/kg [9], e per ’AFB compresa tra 0,025 e 2 mg/kg, essendo quest’ultima
influenzata dal sesso, dall’eta e persino dall’ibrido [11, 15].

Molti Autori evidenziano I’importanza delle intossicazioni multiple nelle forme
cliniche di micotossicosi [12] Questa interazione puo essere di vario tipo, ma pil‘l
spesso esita in un’azione smerglca esercitata dai diversi tossici, 1 quali sarebbero in
grado di esprimere il proprio potenziale patologico anche a concentrazioni molto piu
basse rispetto a quelle ritenute limite [12, 16]. Non € escluso che nell’episodio citato,
come gia anticipato precedentemente, si sia verificata proprio questa condizione, che
ha portato alla comparsa della sintomatologia clinica in presenza di livelli di tossine
che, al contrario, presi singolarmente, non sarebbero stati tossici.

Gli effetti patologlcl esercitati dalla contemporanea presenza delle due tossine si
possono osservare sia nel fegato che nel rene [17] E a livello di quest’ultimo, tutta-
via, che 1’azione sinergica ha raggiunto il massimo dell’attivita [17], determmando
un signiﬁcativo aumento di volume dell’organo e le alterazioni fisiopatologiche che
possono portare alla morte I’animale. L’OTA, infatti, tende a legarsi tenacemente
alle proteine sieriche, allungando quindi sensibilmente i tempi di eliminazione e
favorendo i fenomeni di bioaccumulo nel fegato e nei reni [18].

Veicoli principali delle micotossine sono certamente i mangimi. Per questo, il rego-
lamento EU 574/2011 e la raccomandazione UE 576/2006 definiscono quali siano
i livelli massimi di AF e OTA accettabili nel prodotto finito. Questi limiti infatti,
tengono conto della capacita di detossificazione fisiologica dell’organismo anima-
le, dovrebbero impedire il verificarsi di fenomeni tossici € nel contempo ridurre il
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rischio di contaminazione degli alimenti (carni e uova) destinati all’alimentazione
umana. L’episodio descritto sembrerebbe evidenziare, che le prescrizioni normative
non sono in grado di impedire il verificarsi di fenomeni tossici in caso di contempo-
ranea presenza di almeno due micotossine e suggeriscono la necessita di una verifica
dei limiti accettabili nel caso di contemporanea presenza delle stesse nei mangimi o
nelle materie prime.

Un particolare singolare, ma allo stesso tempo importante dell’episodio riportato in
questa nota ¢ che molto probabilmente la fonte di contaminazione del mangime era
individuabile nei semi di lino utilizzati come integrazione per consentire alle uova di
rientrare nei parametri utili ad ottenere la certificazione di uova arricchite con Ome-
ga 3. Questi, infatti, costituivano 1’unico elemento di differenziazione nell’alimen-
tazione delle ovaiole che presentavano la sintomatologia tossica rispetto al gruppo
privo di tale certificazione.

La ricerca di produzioni di elevata qualita in grado di occupare nicchie di mercato
sempre piu ampie grazie alla capacita di attrarre il consumatore oggi pitu che mai
attento ai temi salutisti, deve stimolare i produttori a porre un’attenzione maggiore
alla qualita delle materie prime utilizzate. In tal senso il nuovo Reg. UE n° 2017/625
che disciplina i Controlli Ufficiali, rappresenta uno strumento innovativo a disposi-
zione del medico veterinario. Infatti, attraverso la corretta interpretazione giuridica
del Regolamento i controlli non si fermeranno al concetto di catena alimentare, ma
saranno estesi a quello ben piu ampio di filiera agroalimentare.

Questo al fine di garantire che produzioni che hanno costi elevati sia in filiera che al
mercato rispondano pienamente alle aspettative e consentano di perseguire I’obietti-
vo per cui sono realizzate che, oltre alla qualita del prodotto, certamente importante,
spesso si configura specificamente in una promozione dell’immagine aziendale.
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Summary

Astrovirus is an emerging problem in hatchery management and is responsible of great
economic losses in poultry farm worldwide. CAstV/ANV are involved in the hatching
decrease caused by embryo deaths, chicks too weak to hatch and pale, runted chicks.
Hatchery diseases are thought to occur with a direct egg infection or vertical transmis-
sion. Indeed what is the role of hatchery in the disease transmission? A high quality
Piedmont (Italy) hatchery was submitted to an environmental and eggs/animals sam-
pling to evaluate the presence of astrovirus. No positivity results was obtained from the
hatchery environmental samples and external egg surface. Instead yolk sack at 18th day
incubation, gut contents of 1 day chicks and the maps used for chicks transport resulted
positive to ANV real time PCR. Furthermore, CastV was present at high copy number
in samples collected from hatchery while ANV was more abundant in farms. This study
confirm the vertical transmission for both virus with prevalence of amplification of
CastV in tissues from hatchery and ANV in tissue from farm. Moreover the first Italy
ANV complite genome was obtained from the gut contest of 1 to 7 day chick.

INTRODUZIONE

La sindrome da malassorbimento o Runting-Stunting Syndrome (RSS) € una patologia
che provoca gravi perdite economiche nel settore dell’avicoltura globale, legate alla
scarsa conversione alimentare, alla minore uniformita del gruppo e conseguente scarto
dei polli affetti al momento della macellazione. Si tratta di una patologia emergente che
negli ultimi vent’anni ha acquisito crescente interesse (Smyth et al., 2009).

Si tratta di una sindrome multifattoriale principalmente a eziologia virale multipla che
colpisce il pollo da carne nelle prime due settimane di vita, determinando ritardo di
accrescimento, feci diarroiche, problemi scheletrici e anomalie del piumaggio (Smyth,
2008).

Un ruolo importante nella RSS ¢ svolto dall’ Avian Nephritis Virus (ANV) e dal Chicken
Astrovirus (CAstV), membri della famiglia Astroviridae e in particolare del genere Ava-
strovirus 2. Sono state infatti riscontrate cariche virali piu elevate in campioni di animali
affetti rispetto a campioni di soggetti sani. E stato inoltre dimostrato essere responsabili
dei problemi di crescita, di enterite e lesioni renali nei pulcini (Devaney et al., 2016).
Recentemente, gli astrovirus degli avicoli sono stati anche associati a problematiche
riscontrate in incubatoio, con riduzione della schiudibilita, morte embrionale tardiva e
nascita di pulcini deboli (Smyth et al., 2013; Sajewicz-Krukowsk et al., 2016). Tuttavia,
non esistono al momento studi che valutino il ruolo dell’incubatoio nella diffusione di
questi virus.
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Gli astrovirus degli avicoli hanno una distribuzione mondiale e le infezioni sono molto
comuni. Nel Regno Unito si segnala una prevalenza del 93 - 96% in allevamenti di polli
da carne con problemi di crescita ritardata (Todd et al., 2009). A tal proposito Smyth
et al. (2010), tramite 1’ausilio della real time RT-PCR, hanno rilevato CAstV e ANV
rispettivamente nell’81% e nel 67% dei casi, a partire da campioni di contenuto inte-
stinale prelevati in due gruppi di polli da 0 a 35 giorni con prestazioni sotto la media.
In Italia la situazione non sembra essere diversa. Sono riportati casi, riconducibili ad
astrovirus, di enterite e aumento della mortalita in soggetti giovani di pollo, tacchino e
faraona nonché di epatite in anatroccoli, maggiormente segnalati in allevamenti inten-
sivi (Canelli et al., 2012).

Questo studio si prefigge I’obbiettivo di quantificare la carica virale dei virus oggetto
di studio, vista la loro presenza di tipo ubiquitario sul territorio e di valutare il ruolo
dell’incubatoio nell’epidemiologia della RSS in Piemonte.

MATERIALI E METODI

Campionamento

I campioni sono stati prelevati tra ottobre 2018 e settembre 2019 presso 1’allevamen-
to dei parents per valutare la presenza di Ac verso CAstV ed ANV e successivamen-
te, nell’incubatoio di destinazione delle uova dove si sono verificati dei problemi di
schiusa, nascita di pulcini deboli e problemi di accrescimento nell’allevamento di
destinazione.

Sono stati prelevati 295 campioni: 100 cartine sporche di feci di pulcino al primo giormo
di vita prelevate nelle scatole adibite al loro trasporto; cartine nuove prive di feci e 5
cartine nuove ; 20 tamponi ambientali delle varie aree (2 all’interno della cella di incu-
bazione, 2 fuori dalla cella di incubazione, 2 dell’area di stoccaggio uova e 2 dell’area di
stoccaggio pulcini); 5 tamponi dell’acqua utilizzata nei diversi impianti di nebulizzazio-
ne e dell’acqua di scolo delle celle di incubazione; 60 tamponi eseguiti sulla superficie
esterna di uova in attesa di essere incubate (Figura 1); 30 sacchi vitellini di embrioni
al 18esimo giorno di incubazione (su scarti del processo di mcubazwne) (Figura 2); 45
campioni di contenuto intestinale di broiler 1-7 giorni morti in allevamento e provenien-
ti da uno degli allevamenti di destinazione dei pulcini nati in incubatoio.




Elisa Test
I campioni di siero prelevati dai parens sono stati inviati presso un laboratorio analisi
IZS Forli esterno per la ricerca degli Ac verso CAstV ed ANV

Estrazione e real time PCR:

L’Estrazione del RNA ¢ stato effettuato utilizzando il reagente TRIzol (Ther-
mo Fisher Scientific) secondo protocollo e quantificato mediante NanoDrop 2000
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific).

La One-step RRT-PCR per CAstV ed ANV ¢ stata eseguita in 20puL utilizzando i
primers e probe dell’articolo (Smith et al. 2010), inserendo la curva standard per
renderla quantitativa. Protocollo :10puL 2x One Step PCR Mix (sensi Fast Probe HI-
ROX one step kit, BIOLINE), 1uL Enzyme Mix (Bioline) containing reverse tran-
scription enzyme ¢ DNA polymerase, 0.35uL CAstV probe (20uM), 0.35uL ASN
probe (20uM), 0.4uL CAstV forward primer (20uM), 0.4uL CAstV reverse primer
(20pM), 0.4uL ASN forward primer (20uM), 0.4uL ASN reverse primer (20uM),
5uL RNA sample, and 0.3uL. RNase-free water. La reazione ¢ stata eseguita nel ABI
7300 real time PCR instrument (Applied Biosystems) con il seguente programma:
15min at 55°C, Smin at 95°C, 40 cycles of 5s at 95°C and 34s at 60°C. Controllo ne-
gativo e positivo sono stati inseriti per ogni reazione. I dati sono stati analizzati con
7300 Software (Applied Biosystems). Alcuni campioni positivi sono stati sequenzia-
ti presso il servizio esterno di BMR Genomics, Padua, Italy. I frammenti sono stati
poi clonati nel vettore procaryote pCR-XL-TOPO Invitrogen, Thermo Fisher Scien-
tificcome da protocollo. Dai plasmidi sono state preparate delle diluizioni seriali:
5x%105, 5%104, 5x103, 5x102, 5x101, 5x100 copie di DNA/ 5 pL per la curva stan-
dard e poter effettua una quantificazione mediante real time PCR di tipo assoluto.

Sequenziamento NGS:

L’RNA estratto dal campione selezionato ¢ stato utilizzato per la sintesi di double
stranded cDNA (Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis Kit, Thermo
Fisher Scientific, USA).

Il cDNA ¢ stato utilizzato per la preparazione di libreria [llumina (Nextera XT kit,
[llumina, San Diego, USA)

Il sequenziamnto ¢ stato condotto su piattaforma MiSeq (Illumina, San Diego, USA),
utilizzando un sequenziamento paired-end 2x150bp.

RISULTATI

Come prima analisi ¢ stata valutata la presenza di Ac anti CAstV/ANV nei Parents,
da cui provengono le uova che hanno dato esito positivo.

Tutti i campioni ambientali prelevati dall’incubatoio sono risultati negativi per CA-
stV/ANYV, insieme ai 60 tamponi effettuati sulla superficie delle uova e le cartine
nuove usate come controllo.

88 su 100 carte di trasposto (post utilizzo) sono risultate positive con una carica vi-
rale maggiore di 5x103 per CAstV e circa 4x103 per ASN. 57 sono risultate positive
a CastV, 11 a ASN 10 co-infettate.

16 su 30 sacchi embrionali al 18 giorno di incubazione sono risultati positivi per
CAstV PCR con una carica virale media di 5x104 e 3 per ANV 3x102, di cui 2 mo-
stravano una confezione.
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Tutti i contenuti intestinali (1 to 7 days) analizzati sono risultati positive (n=30), 11
su 30 per la ricerca di ANV con carica virale elevata corrispondete ad un numero di
copie maggiore di 5x105, 13 positive per CastV con carica virale compresa tra 2x101
to 3x102 e 6 risultavano co-infetti.

Sequenziamento NGS

Sono state ottenute un totale di 960.618 reads (144Mbp). L’analisi di resequencing
ha mostrato come le reads ottenute trovassero la maggiore similarita verso i ceppi
di Avian nephitis virus 2.

In particolare un totale di 105 reads hanno trovato corrispondenza verso Avian
nephritis virus 2 strain AVE52/ANV2 (MH028405).

La corrispondenza ¢ ristretta alla ORF1, in particolare la ORF1b, mentre nessuna
read ¢ stata identificata nella ORF2.

Successive analisi hanno portato alla caratterizzazione di una regione parziale del-
la ORF2 la quale, secondo le similarita ottenute dal paragone con le sequenze
parziali disponibili in rete, € simile a Avian nephritis virus 2 isolate ANV-EF91-
276-CI3 (HQ330485). Considerando la regione del genoma omologa a ORF1b, la
similarita tra il ceppo identificato in questo studio e le reference di Avian nephritis
virus ¢ pari a 89,4%-86,4%, mentre i ceppi di Chicken astrovirus sono risultati al
massimo 59% simili.

DISCUSSIONE

In questo studio ¢ stata ottimizzata una real time di tipo quantitativo per CAstV e ANV
da utilizzare per 1’analisi di campioni provenienti da un incubatoio con problemi di
schiusa e pulcini gracili e problemi di accrescimento nell’allevamento di destinazione.
I dati ottenuti mostrano un elevata carica virale di CAstV, rispetto al ANV, nei prelievi
di campioni fatti dagli animali presenti in incubatoio, viceversa nei campioni prelevati
in allevamento (1-7 giorni) si osserva un netto aumento della carica virale di ANV
rispetto a quella di CAstV, probabilmente dovuto al differente tropismo tra ANV e CA-
stV. Inoltre la bassa carica virale di ANV potrebbe permettere a certe uova di schiudere
ed aiuta a spiegare ’elevata carica virale riscontrata in allevamento.

Da campioni prelevati in allevamento ¢ stato possibile ottenere il primo genoma com-
pleto di ANV in Italia da pulcini di 1-7 giorni di vita. L’analisi filogenetica rivela I’ap-
partenenza del nuovo ceppo al gruppo di Avian nephritis virus 2. Inoltre un numero
inferiore di reads indica chiaramente la presenza di un secondo ceppo virale: in par-
ticolare il secondo ceppo risulta maggiormente simile a ceppi di CastV, confermando
una possibile coinfezione da parte di virus geneticamente correlati.

Ulteriore obiettivo di questo progetto era quello di valutare il ruolo dell’incubatoio
nella trasmissione dell’astrovirus. I dati ottenuti tramite analisi con real-time RT-PCR
quantitativa sui campioni ambientali hanno permesso di escludere I’incubatoio tra le
fonti di trasmissione virale e di consolidare I’ipotesi di trasmissione verticale di CAstV
e ANV. Infatti i virus sono infatti stati identificati a partire da sacchi vitellini prelevati
direttamente in ovo al 18esimo giorno di incubazione.

Ulteriori analisi saranno necessarie per chiarire ulteriormente il ruolo epidemiologico
dell’incubatoio nella dinamica di trasmissione della RSS e per valutare il tropismo di
ANV and CAstT in embrioni ed in pulcini nelle prime settimane di vita.
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Summary

Infectious bursal disease virus (IBDV) is a highly variable RNA virus that is
responsible of an immunosuppressive disease of chickens known as infectious
bursal disease (IBD). Despite the significant burden of IBD, the subclinical nature
of the infection caused by many of the currently circulating IBDV types means
that viral presence is easily overlooked, thus requiring a scrupulous monitoring
to fully understand IBDV epidemiology. Accordingly, the present study has been
performed to provide an update on the IBDV epidemiological scenario in Western
Europe by considering the results of diagnostic activities performed throughout
2021 on bursal samples collected in nine different countries. In total, 393 out of
470 samples tested positive. When a field strain was detected, further investiga-
tions were carried out, allowing to obtain high-quality sequences of portions of
both genome segments for 113 viruses. Three types of field strains were subse-
quently characterized following a phylogeny-based classification scheme: in de-
tail, 116 strains found in Belgium, Denmark, France, Germany, the Netherlands,
Portugal and the United Kingdom were labeled as reassortants with a very viru-
lent-like VP2 and a classical-like VP1 (genotype A3B1) and were highly similar
to strains that have been reported since 2017 in several North-Western European
countries. Eleven additional A3B1 strains were found in Italy, but clustered sep-
arately from other European countries and together with viruses whose presence
was only ever signaled in Russia, Kazakhstan and the Middle East. Lastly, 15
strains detected in Portugal belonged to the recently described A9B1 genogroup,
confirming its circulation at local level.

Despite almost all samples came from vaccinated flocks, the obtained results
show that field IBDVs are circulating extensively in all the investigated countries
but Spain, and that the North-Western European reassortant strains have rapidly
affirmed themselves as the dominant field threat in the region. These findings
demand for attentive monitoring activities to be conducted in these and other
countries, along with research efforts to better understand the pathogenic and an-
tigenic features of the detected strains and thus their actual clinical and economic
impact.

INTRODUZIONE
La bursite infettiva (IBD), anche nota come malattia di Gumboro, ¢ una patologia
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virale immunosoppressiva dal notevole impatto sanitario ed economico sull’a-
vicoltura mondiale, ascrivibile sia a focolai caratterizzati da sintomi aspecifici e
elevata mortalita che alle conseguenze dell’immunosoppressione, come 1’aumen-
to dell’incidenza di infezioni secondarie e di fallimenti vaccinali e il peggiora-
mento dell’indice di conversione alimentare (Alkie & Rautenschlein, 2016). L’a-
gente eziologico della malattia € noto come virus della bursite infettiva (IBDV)
e appartiene al genere Avibirnavirus della famiglia Birnaviridae. IBDV possiede
un genoma a RNA a doppio filamento composto di due segmenti, denominati A
e B. Il segmento A codifica per la proteina capsidica (VP2), una proteina scaf-
fold (VP3), una proteasi (VP4) e una proteina non strutturale (VP5), mentre il
segmento B codifica per la RNA polimerasi RNA-dipendente (VP1) (Maraver
et al., 2003). Tra le proteine virali, la VP2 risulta essere quella piu studiata per
via del suo ruolo di principale determinante antigenico e patogenetico (Brandt
et al., 2001). Ciononostante, ¢ stato dimostrato come anche la VP1 concorra alla
determinazione della patogenicita (Escaffre et al., 2013). Per questo motivo, e
per via della rilevanza dei fenomeni di riassortimento per 1’evoluzione di IBDV,
diverse combinazioni dei due segmenti possono esitare in significative differenze
patobiologiche (He et al., 2016; Chen et al., 2018).

Sono noti due sierotipi di IBDV, denominati 1 e 2. Il sierotipo 1 € I’unico a causa-
re la malattia ed ¢ tradizionalmente suddiviso sulla base di differenze antigeniche
e patogenetiche. I tre sottogruppi storicamente considerati piu rilevanti sono rap-
presentati dai ceppi classici, 1 primi ad essere identificati e responsabili della sin-
tomatologia comunemente attribuita ad IBD; i ceppi varianti, caratterizzati da un
diverso profilo antigenico e associati a infezioni a carattere subclinico accompa-
gnate da una marcata atrofia della borsa di Fabrizio; e i ceppi very virulent, che al
contrario risultano antigenicamente affini a quelli classici, ma marcatamente piu
virulenti (Eterradossi & Saif, 2020). Al giorno d’oggi, tuttavia, questa classifica-
zione appare sempre piu obsoleta e inadeguata a descrivere in modo esaustivo la
crescente variabilita esistente tra i diversi ceppi di IBDV (Jackwood et al., 2018).
Essa risulta inoltre di difficile applicazione per via dell’ampio ricorso, nell’ambi-
to della diagnosi routinaria di IBD, a metodiche di biologia molecolare, che non
permettono una valutazione diretta né della patogenicita né dell’antigenicita. Cio
ha portato alla necessita di dotarsi di sistemi di classificazione piu standardizzati
e basati sulla filogenesi. Al momento ne sono disponibili tre: il primo, proposto da
Michel & Jackwood (2017), prende in considerazione una porzione del gene della
VP2, dividendo il sierotipo 1 in 7 diversi genogruppi. I rimanenti due schemi di
classificazione, proposti da Islam et al. (2021) ¢ Wang et al. (2021), considerano
anche una parte del gene della VP1, permettendo ’identificazione di eventi di
riassortimento e riconoscendo, con ottima ma non completa sovrapposizione, 9
genogruppi a livello di segmento A e 5 a livello di segmento B. Combinando le
due classificazioni in genogruppi, si ottiene inoltre una classificazione composita
in genotipi. Successivamente alla proposta di questi tre sistemi di classificazione,
un nuovo gruppo di ceppi di IBDV con peculiarita uniche a livello di gene della
VP2 ¢ stato identificato in Portogallo (Legnardi et al., 2022), aumentando quindi
il computo totale di genogruppi/genotipi.

Per via dell’elevata contagiosita e resistenza a livello ambientale di IBDV, il con-
trollo della malattia non puo prescindere da rigorose pratiche di biosicurezza e
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dall’applicazione della vaccinazione. Le strategie vaccinali ad oggi disponibili
includono un’ampia gamma di vaccini vivi attenuati, basati su ceppi a diversa
virulenza residua, vaccini vettorizzati e ad immunocomplessi, i quali possono
differire per vie e tempistiche di somministrazione (Muniz et al., 2018). Indi-
pendentemente dalla strategia adottata, il controllo di IBDV dovrebbe comunque
prevedere 1’allestimento di un solido sistema di monitoraggio che consenta di
identificare, caratterizzare e combattere efficacemente eventuali minacce epi-
demiologiche. Coerentemente con questi principi, questo studio si pone come
obiettivo quello di fornire, utilizzando gli strumenti offerti dai moderni sistemi
di classificazione, un aggiornamento epidemiologico sulla situazione di IBDV in
Europa occidentale.

MATERIALI E METODI

Campionamento

Il presente studio € basato sui risultati delle attivita di diagnostica molecolare
svolte nel corso del 2021 dal laboratorio di microbiologia e malattie infettive del
dipartimento di Medicina Animale, Produzioni e Salute (MAPS) dell’Universita
di Padova. In particolare, sono stati presi in considerazione tutti i campioni rice-
vuti da paesi dell’Europa occidentale per la ricerca di IBDV tramite indagini mo-
lecolari, conferiti in forma di pool di 4-10 borse di Fabrizio tal quali o impresse
su FTA® card.

Processazione dei campioni ed estrazione dell’RNA virale

I pool conferiti su FTA? card sono stati processati tagliando frammenti di ugual
dimensione per ognuno dei singoli campioni e trasferendoli in un’unica provetta
da 2 mL. Dopo I’aggiunta di 1.5 mL di soluzione PBS 1x, i campioni sono stati
vortexati per 30 sec. [ pool di borse tal quali sono invece stati uniti in una provetta
Falcon da 50 mL contenente 10 mL di soluzione PBS 1x e vortexati per 30 sec.
Gli acidi nucleici sono stati estratti da 200 mL di ciascun eluato usando il kit High
Pure Viral Nucleic Acids (Roche®) secondo le istruzioni del produttore. Sia gli
eluati che gli estratti sono stati conservati a -80°C per archivio e ulteriori analisi.

Analisi molecolari

Una porzione del gene della VP2 ¢ stata amplificata tramite RT-PCR one-step, im-
piegando i primer 743—1 (5' -GCCCAGAGTCTACACCAT-3") e 743-2 (5'-CC-
CGGATTATGTCTTTGA-3") (Jackwood & Sommer-Wagner, 2005). In caso di ri-
sultato positivo, si € proceduto con il sequenziamento con metodo Sanger, eseguito
con entrambi i primer. Successivamente, i campioni in cui venivano identificati
ceppi di campo, classificati come tali sulla base della distanza genetica da ceppi
vaccinali di referenza, sono stati sottoposti a ulteriori indagini per caratterizzare
una parte del gene della VP1 utilizzando due RT-PCR sovrapposte, basate sulle
coppie di primer B-Univ-F (5'-AATGAGGAGTATGAGACCGA-3')/B-Univ-R
(5'-CCTTCTCTAGGTCAATTGAGTACC-3’) (Islam et al., 2011) e 66 (5’-ATC-
CTTGACGGCACCCTT-3")/67 (5’-CCCGGATTATGTCTTTGA-3’) (Ruud et
al., 2002). Tutte le RT-PCR sono state eseguite con il kit SuperScript™ III One-
Step RT-PCR System with Platinum™ Tag DNA Polymerase (Invitrogen™),
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Analisi filogenetiche

I cromatogrammi ottenuti tramite sequenziamento Sanger sono stati valutati visi-
vamente e sottoposti a trimming usando 4peaks (Nucleobytes B.V.), per poi esse-
re assemblati in sequenze consenso con ChromasPro (Technelysium Pty Ltd). La
classificazione ¢ stata condotta su base filogenetica basandosi sui criteri proposti
da Islam et al. (2021). A tal scopo, due dataset, uno per il gene della VP2 e I’altro
per quello della VP1, comprendenti i ceppi sequenziati assieme a sequenze di
referenza reperite da GenBank, sono stati allineati con metodo MUSCLE (Edgar
et al., 2004) e trimmati ad una lunghezza standard. I rispettivi alberi filogenetici
sono stati quindi costruiti in Mega X (Kumar et al., 2018) con metodo Maximum
Likelihood (1000 bootstrap) e scegliendo il modello di sostituzione piu appro-
priato sulla base del valore di Bayesian information criterion (BIC) calcolato con
iModelTest (Darriba et al., 2012). Solo i ceppi per cui erano disponibili porzioni
di entrambi i segmenti sono stati inclusi nei dataset definitivi.

Ulteriori analisi sono state condotte per clade di ceppi di campo ritenuti rilevanti.
Dopo aver individuato i ceppi di interesse, le 250 sequenze a maggior omologia
a livello sia di VP2 che di VP1 sono state ottenute da GenBank e allineate al
relativo subset, per poi condurre indagini filogenetiche esplorative. Gli alberi co-
struiti sulla base dei due segmenti sono stati quindi comparati per determinare che
entrambi i segmenti di un dato ceppo (se disponibili) ricadessero nella rispettiva
clade di interesse.

RISULTATI

Campionamento

Nel corso del 2021 sono stati conferiti 470 campioni da 9 paesi dell’Europa occi-
dentale. In particolare, 15 campioni provenivano dal Belgio, 6 dalla Danimarca,
133 dalla Francia, 38 dalla Germania, 37 dall’Italia, 17 dai Paesi Bassi, 76 dal
Portogallo, 128 dal Regno Unito (Inghilterra e Irlanda del Nord) e 20 dalla Spa-
gna. Informazioni relative alla categoria produttiva sono state ottenute per 464
campioni, di cui 414 (89,2%) erano stati prelevati da gruppi di broiler, 49 (10,6%)
da ovaiole e un solo campione (0,2%) da riproduttori. Il protocollo vaccinale
era invece noto per 420 campioni, di cui 216 (51,4%) provenivano da animali
vaccinati con uno o piu vaccini vivi, mentre i vaccini vettorizzati e ad immuno-
complessi erano stati somministrati rispettivamente in 56 (13,3%) e 148 (35,3%)
gruppi di animali.

Analisi molecolari e filogenetiche

Le indagini molecolari aventi come target una porzione del gene della VP2 han-
no evidenziato 393 (83,6%) positivita a fronte di 77 campioni (16,4%) negativi.
Sequenze di adeguata qualita sono state ottenute per 386 campioni: 243 di esse
si sono dimostrate appartenere al genogruppo Al (Classical) e la loro origine ¢
stata caratterizzata come vaccinale; 11 sequenze, anch’esse considerate vaccinali
(V877-like), sono ricadute all’interno del genogruppo A7 (Early Australian); 117
sequenze appartenevano al genogruppo A3 (Very virulent) e 15 al genogruppo A9
(Portuguese). 1 risultati completi sono riportati in Tabella 1.
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Tabella 1. Risultati delle indagini diagnostiche basate sul sequenziamento di par-
te del gene della VP2.

Ceppi vaccinali Ceppi di campo
Paese | Positivi| Genogruppo | Genogruppo | Genogruppo | Genogruppo sl:;iiz:;ii:ggi Negativi
Al A7 A3 A9
Belgio 15 7 - 2 - 1 5
Danimarca| 6 4 - 2
Francia 133 65 3 36 - 5 24
Germania | 38 20 6 6 - - 6
Italia 37 18 - 11 - - 8
Paesi Bassi| 17 8 - 4 - - 5
Portogallo | 76 36 1 3 15 - 21
Spagna 20 17 - - - - 3
Regno | g 68 I 53 : I 5
Unito
Totale 470 | 243 (51,7%) | 11(2,3%) | 117(24,9%) | 15(3,2%) 7 (1,5%) 77 (16,4%)

Le 132 sequenze caratterizzate come A3 o A9 sono state considerate appartenenti a
ceppi di campo e sottoposte a ulteriori analisi. Per 113 di questi ceppi € stato pos-
sibile ottenere le rispettive sequenze del gene della VP1, tutte ricadute all’interno
del genogruppo B1 (Classical-like). A livello di genotipo, 105 ceppi sono stati
quindi classificati come A3B1 e 8 come A9B1 (Figura 1). I ceppi A9B1 proveni-
vano tutti da campioni portoghesi, ed erano caratterizzati da una elevata omologia,
con un’identita genetica media pari al 98.9% e 98.6% rispettivamente a livello di
VP1 e VP2. Al contrario, i ceppi A3B1 potevano essere divisi in due sottogruppi.
Tutti i virus ritrovati in Belgio, Danimarca, Francia, Germania, Paesi Bassi ¢ Re-
gno Unito, oltre a un ceppo proveniente dal Portogallo, formavano un’unica clade
caratterizzata da un’identita genetica media del 98,7% e 97,8% a livello di VP1 e
VP2, mentre i ceppi italiani formavano un secondo e ben definito cluster all’inter-
no del medesimo genogruppo (99,6% e 99,2% di identita genetica a livello di geni
della VP2 e VP1). Alcuni dei ceppi italiani e portoghesi erano gia stati riportati in
precedenti lavori (Legnardi et al., 2021, 2022).
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Figura 1. Classificazione filogenetica a livello di segmento A (a) e B (b) dei ceppi
ritrovati nel presente studio, colorati in base al paese di ritrovamento. Gli alberi filo-
genetici sono stati inferiti con metodo Maximum Likelihood (1000 replicati).

Per il segmento A, il segmento genomico considerato era di 366 nucleotidi, mentre
per il segmento B era di 431 nucleotidi. I modelli di sostituzione utilizzati sono stati
rispettivamente GTR+G e GTR+I+G.

@ (b) NAZIONE:
Genogruppi Genogruppi Belgio
Segmento A Segmento B
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@ Germania
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AT Eary Australian &
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| AO serotype 2 | B2 Very virulent-like
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Le due clade appartenenti al genotipo A3B1 sono state selezionate per ulteriori
approfondimenti. Cio ha portato all’identificazione, tramite ricerche effettuate in
GenBank, di 12 ceppi caratterizzati da elevata omologia con i virus ritrovati in
Italia, la cui presenza ¢ stata riportata in Russia, Giordania, Kazakistan e Iraq tra il
2014 e il 2020 (Michel & Jackwood, 2017). Altri ceppi con analoghe caratteristi-
che a livello di VP1, ma con significative differenze nella VP2, sono stati invece
segnalati in Kuwait, Iraq e gli Stati Uniti (Abbas et al., 2021; Michel & Jackwood,
2017; Michel et al., 2019) (Figura 2).

Per quanto riguarda i ceppi A3B1 ritrovati nel resto d’Europa, essi si sono dimo-
strati geneticamente affini a 7 virus identificati tra il 2018 ¢ il 2020 in Danimarca
e Regno Unito (Mato et al., 2020) (Figura 2). Questi ceppi risultavano caratte-
rizzati come riassortanti aventi una VP2 very virulent-like e una VP1 ereditata
da un ceppo classico attenuato di probabile origine vaccinale (Mato et al., 2020).
Svariati altri ceppi olandesi, cechi, svedesi, belgi e tedeschi, sequenziati da Mat6
et al. (2020) e Van Borm et al. (2021) presentavano una elevata identita genetica a
livello di gene della VP2, ma sono stati esclusi dall’analisi per via della mancata
sovrapposizione delle rispettive sequenze del gene della VP1 al segmento conside-
rato per la classificazione.
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Figura 2. Alberi filogenetici dei genogruppi A3 (a) e B1 (b). Le sequenze reperite da
GenBank, caratterizzate da elevata identita con la clade italiana sono identificate con un
triangolo (A), mentre quelle omologhe a riassortanti dell’Europa Nord-Occidentale con
un quadrato (0). Gli alberi filogenetici sono stati inferiti con metodo Maximum Likeliho-
od (1000 replicati) e utilizzando il modello di sostituzione GTR+G.
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DISCUSSIONE

Per quanto la convenienza del campionamento prevenga rigorose stime sulla pre-
valenza, il frequente ritrovamento di ceppi di campo in otto paesi dell’Europa
occidentale sui nove indagati, con la sola eccezione della Spagna, suggerisce
un’imponente circolazione di IBDV nella regione considerata nell’arco del 2021.
Comparando i risultati qui riportati con quelli di uno studio epidemiologico svol-
to con finalita e metodiche analoghe nel 2013 da De Wit et al. (2018), si scopre
che il numero relativo di ceppi di campo ritrovati ¢ passato in meno di 10 anni
dal 3% (6 positivita ascrivibili a ceppi di campo su un totale di 199 campioni)
all’attuale 28% (132 positivita su 470 campioni). La rilevanza sanitaria ed eco-
nomica di questo apparentemente notevole aumento della pressione infettiva ap-
pare tuttavia di difficile determinazione. Da una parte, la grande maggioranza dei
campioni risultava prelevata per finalita di monitoraggio routinario e in assenza di
segni clinici. Dall’altra, ¢ necessario considerare che molti dei genotipi di IBDV
ad oggi circolanti appaiono associati a infezioni subcliniche, risultando quindi di
piu difficile rilevazione rispetto a ceppi piu virulenti. Questo sembra essere vero
in primis per i ceppi appartenenti al genotipo A3B1 ritrovati nella quasi totalita
dei paesi considerati, rivelatisi geneticamente affini a virus riassortanti segnalati
in Europa nord-occidentale a partire dal 2017 (Mato et al., 2020). Sulla base di
prove di patogenicita svolte in vivo, questa tipologia di virus, apparentemente
originati da un evento di ricombinazione tra un ceppo very virulent € un ceppo
classico attenuato, si ¢ dimostrata per 1’appunto associata a infezioni subclini-
che. Ciononostante, 1l rilevamento di una marcata atrofia della borsa di Fabrizio
sembra suggerire una forte capacita immunosoppressiva (Maté et al., 2020). La
rapida diffusione di questi riassortanti, documentata dai risultati ottenuti in questo
studio, ¢ tale da destare notevole preoccupazione, ma essi non rappresentano ’u-
nica minaccia epidemiologica per la regione. La totalita dei ceppi A3BI ritrovati
in Italia ¢ risultata infatti appartenente a una clade distinta e filogeneticamente
vicina a ceppi russi, kazaki e mediorientali. Come gia riportato da Legnardi et al.
(2021), la circolazione di questi ceppi sul suolo italiano non sembra essere una
novita, in quanto virus con caratteristiche genetiche e aminoacidiche compatibili,
anche se originariamente considerati stipiti very virulent, sono stati identificati
in molteplici studi svolti nell’ultimo decennio (Lupini et al., 2016; De Wit et al.,
2018; Gambi et al., 2020). Un simile discorso vale anche per i virus di campo
ritrovati in Portogallo, dimostratisi appartenere al genotipo A9B1. Nonostante la
caratterizzazione di questo genotipo sia estremamente recente (Legnardi et al.,
2022), ceppi con analoghe caratteristiche sono stati segnalati in Spagna nel 2009
e in Portogallo nel 2013 (De Wit et al., 2018; Legnardi et al., 2022), suggerendo
una circolazione protratta nel tempo e probabilmente sottodiagnosticata. Cido non
fa che avvalorare 1’utilita dei sistemi di classificazione filogenetici proposti tra
I’esecuzione degli studi sopraccitati e il presente lavoro, i quali hanno permesso
una caratterizzazione piu completa e standardizzata dei ceppi identificati. D’altra
parte, le analisi virologiche e sierologiche appaiono ancora necessarie per una
piena comprensione della patobiologia di IBDV, e quindi del suo reale impatto
clinico ed economico.
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CONCLUSIONI

I risultati ottenuti dimostrano una significativa circolazione di ceppi IBDV di
campo in Europa occidentale, in particolare di virus riassortanti con una VP2
very virulent-like e una VP1 classical-like, gia segnalati in diversi paesi europei
e associati a infezioni subcliniche (Maté et al., 2020). Nel presente studio, que-
sti ceppi sono stati individuati in gran numero e in un areale ancora piu esteso,
dimostrando come essi rappresentino attualmente la tipologia di ceppi di campo
di maggior rilevanza per la regione. In aggiunta, un genotipo di recente caratte-
rizzazione ¢ stato dimostrato circolare localmente in Portogallo, mentre in Italia
sono stati identificati ceppi sinora riportati solo in Russia, Kazakistan ¢ Medio
Oriente. Questi dati potranno risultare utili per una miglior comprensione dell’e-
pidemiologia e dell’evoluzione di IBDV in Europa, e conseguentemente per una
pianificazione informata delle strategie di controllo.
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Summary

The control of infectious bronchitis (IB), one of the most impactful viral diseases of
poultry, is largely based on routine vaccine administration. Despite their efficacy, the
vast reliance on live-attenuated vaccines implies significant risks due to their capability
to replicate and be transmitted among animals and farms. The detection of strains genet-
ically related to vaccines complicates the diagnostic process and understanding of the
viral molecular epidemiology. Moreover, reversion to virulence and associated clinical
outbreaks can also occur.

In the present study, three vaccine vials, based on IBV lineage GI-23 (also known as
Variant2) were deep sequenced through Next Generation Sequencing (NGS) to inves-
tigate the presence and features of viral subpopulations. To investigate the implications
for the field and identify potential markers suitable for a DIVA strategy, the S1 sequenc-
es of strains originating from farms in different countries were sequenced and classified
based on the knowledge of their vaccination history and comparison with the sequence
of the applied vaccine. Although all considered vaccine batches shared the same con-
sensus sequence, different subpopulations were identified suggesting independent and
poorly constrained evolutionary processes. The vaccine consensus sequences and the
respective subpopulations clustered with vaccine strains sampled from farms and no
genetic features were consistently shared with field strains. Therefore, the vaccine-in-
duced outbreaks more likely originate from in vivo evolution rather than selection of al-
ready present subpopulations. Although some amino acid residues were more common-
ly detected in either field or vaccine strains, no consistent marker could be identified.
This evidence, coupled with the occurrence of subpopulations within IBV GI-23-based
vaccines and the variability among different production batches herein demonstrated
makes the differentiation between field and vaccine-derived strains extremely challeng-
ing, based on sequence analysis alone. The knowledge of farm management and vac-
cination history should thus be considered for a proper epidemiological investigation.

INTRODUZIONE

L’uso della vaccinazione ha rappresentato una delle maggiori scoperte nella storia della
medicina ed ¢ uno strumento fondamentale per il controllo delle malattie, incluse quelle
emergenti, di interesse umano e veterinario. Nel corso del tempo nuove tecniche di svi-
luppo e somministrazione dei vaccini hanno permesso di massimizzarne I’efficacia e la
facilita d’uso, minimizzando allo stesso tempo gli effetti collaterali [1]. Tuttavia, alcuni
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approcci tradizionali, come ’'uso di virus attenuati, sono tuttora largamente applicati
specialmente in medicina veterinaria, dove fattori economici e pratici giocano un ruolo
di primaria importanza. Il virus della bronchite infettiva (IBV) € un ottimo esempio in
tal senso, poiché la vaccinazione rappresenta un presidio fondamentale per il controllo
della malattia da esso causata ed ¢ quindi ampiamente utilizzato a livello mondiale. In
particolare, i vaccini vivi attenuati sono quelli maggiormente applicati, in quanto ga-
rantiscono lo sviluppo di una forte immunita locale, umorale e cellulare, quantomeno
nei confronti di ceppi geneticamente simili al vaccino. Inoltre, il loro sviluppo ¢ relati-
vamente semplice, il che permette di aggiornarli e introdurne di nuovi al variare dello
scenario epidemiologico, fatto particolarmente frequente in funzione dell’elevato tasso
evolutivo di IBV. Infine, la capacita di replicare ne permette una pit agevole sommini-
strazione in condizioni di campo, in incubatoio o in allevamento [2, 3]. L’escrezione del
virus vaccinale puo anche contribuire a migliorare il coverage complessivo in popola-
zioni vaccinate in modo sub-ottimale. D’altra parte, questi vantaggi comportano degli
inevitabili effetti collaterali. L’attenuazione implica la selezione di varianti caratterizza-
te da una minor virulenza. Tuttavia, i virus a singolo filamento di RNA come IBV sono
caratterizzati da un elevato tasso di mutazioni, indicativamente una mutazione ad ogni
replicazione del genoma virale [4]. Non sorprende quindi che diverse varianti possano
emergere sia in vivo che in vitro, come gia dimostrato in precedenza anche nel caso di
vaccini vivi attenuati [5]. Ne consegue che il processo di attenuazione sia spesso scar-
samente prevedibile e controllabile e che alcune sottopopolazioni virali con una viru-
lenza residuale potrebbero mantenersi, venendo poi selezionate durante la replicazione
negli animali. Inoltre, anche in assenza di questo fenomeno, non vi ¢ alcuna garanzia
nei confronti di fenomeni di reversione a virulenza, in particolare qualora si instaurino
“rolling reactions” in popolazioni animali solo parzialmente vaccinate. Entrambi questi
fenomeni potrebbero esitare nell’emergere di focolai di malattia indotta dal vaccino.
La capacita del virus di replicare e diffondere fra gli animali e gli allevamenti ha anche
importanti implicazioni dal punto di vista epidemiologico. Il riscontro di sequenze “si-
mil-vaccino” in episodi di malattia puo essere riconducibile a diverse cause: 1) riscontro
accidentale del vaccino in presenza di altre cause di malattia, 2), coinfezione del vaccino
con il ceppo di IBV di campo, nei confronti del quale la protezione ¢ spesso parziale,
3) somiglianza casuale fra ceppi di campo e vaccinale, 4) reversione a virulenza del
vaccino o selezione di sottopopolazioni vaccinali con diversa virulenza. E chiaro che
ciascuno di questi scenari ha importanti ricadute pratiche sulla gestione dell’allevamen-
to e sullo sviluppo e somministrazione dei vaccini. Sfortunatamente, la discriminazione
fra ceppi di campo e vaccinali rappresenta ad oggi un problema largamente irrisolto.
La recente espansione della Variante2 (lineage GI-23) in diversi paesi africani, asiatici,
europei e piu recentemente americani, ha determinato 1’introduzione del vaccino omo-
logo in molti stati [6, 7]. Questa scelta, a prescindere dai benefici pratici, ha ostacolato
lo studio della reale presenza e prevalenza del ceppo di campo, nonché la stima delle
conseguenze cliniche ed economiche. La routinaria attivita diagnostica si focalizza tipi-
camente sul sequenziamento di parte del gene S1, regione determinante per il tropismo,
la virulenza e I’immunogenicita del virus. Questo gene si caratterizza inoltre per una
maggiore variabilitd genetica che permette una migliore risoluzione nella caratterizza-
zione dei ceppi [8]. Nonostante ci0, sovente anche questa regione risulta inadeguata per
la discriminazione fra ceppi vaccinali e di campo, non essendo stati definiti dei chiari
cut-off [9]. In presenza di un numero limitato di mutazioni, diverse spiegazioni possono
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essere chiamate in causa: errori nel sequenziamento, evoluzione del vaccino in campo,
selezione di sottopopolazioni vaccinali preesistenti, riscontro di ceppi di campo simili
al vaccino, ecc. Sulla base di quanto detto, due tematiche appaiono particolarmente
pressanti per i medici veterinari: la differenziazione fra ceppi di campo e vaccinali e la
comprensione se il riscontro di ceppi di origine vaccinale in presenza di segni clinici sia
riconducibile a forme di reversione a virulenza o rappresenti un riscontro incidentale.
L’identificazione di sottopopolazioni vaccinali e la loro caratterizzazione pud essere
di grande utilita per capire se alcune di queste siano piu prone alla replicazione in vivo
e possano emergere quindi come agenti di outbreak clinici. Inoltre, il confronto con
sequenze ottenute in campo potrebbe contribuire alla comprensione dell’impatto della
variabilita intra-vaccino nel complicarne la differenziazione rispetto ai ceppi di campo
e potenzialmente alla definizione di mutazioni marker. A tal fine, tre lotti di vaccino ba-
sato su Variante2 sono stati sequenziati tramite Next Generation Sequencing (NGS) per
valutare la presenza e struttura di sottopopolazioni virali. Inoltre, le sequenze ottenute
sono state confrontate con quelle ottenute da ceppi campionati in diversi allevamenti
europei, per 1 quali lo status vaccinale fosse noto.

MATERIALI E METODI

Sequenziamento dei ceppi vaccinali

Tre boccette di vaccino basato su Variante2, appartenenti a lotti differenti (ID:
20381107A, 20381076B and 20381115B) sono state selezionate e ricostituite in ac-
qua ultrapura per biologia molecolare. L’RNA ¢ stato estratto a partire da 200uL della
soluzione ottenuta usando il kit High Pure RNA Isolation (Roche, Basilea, Svizzera).
I campioni sono stati sottoposti a NGS utilizzando la piattaforma NovaSeq6000 dopo
aver preparato le apposite librerie con il kit TruSeq Stranded Total RNA LT Sample Pre.

Analisi dei dati NGS

Le read ottenute sono state analizzate al fine di eliminare artefatti legati alla procedura
di sequenziamento e filtrare le sequenze di scarsa qualita. Inizialmente le read di cia-
scuna vial vaccinale sono state allineate ad un genoma di referenza (re-sequencing) di
Variante2, ottenendo cosi la rispettiva sequenza consenso, che ¢ stata successivamente
utilizzata per un secondo round di allineamento. Considerata la rilevanza in termini
diagnostici, le analisi si sono focalizzate sulla regione S1, la cui variabilita ¢ stata valu-
tata in termini di presenza e frequenza di Single nucleotide variation (SNV) utilizzando
LoFreq [10]. L’intero aplotipo (i.e. la sequenza della specifica sottopopolazione) ¢ stato
inoltre ricostruito ¢ la sua frequenza stimata utilizzando il software Clique [11].

Caratterizzazione dei ceppi di campo

Ottantatré campioni di archivio derivanti da diversi stati d’Europa, precedentemente
caratterizzati come Variante2 sulla base del sequenziamento della terza regione iper-
variabile e per i quali fosse nota I’anamnesi vaccinale, sono stati selezionati per il se-
quenziamento dell’intera regione S1 con metodo Sanger. Dopo valutazione della qualita
delle sequenze, queste sono state allineate fra loro e con la sequenza consenso e le
sottopopolazioni del vaccino. Le sequenze campionate in allevamento sono state infine
classificate come “di campo” o “vaccinali” sulla base della percentuale dell’identita
nucleotidica rispetto ai ceppi vaccinali applicati e della conoscenza dell’anamnesi vac-
cinale dell’allevamento. Dopo traduzione delle sequenze nucleotidiche in aminoacidi ¢
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stata valutata la presenza di marker che permettessero una consistente differenziazione
nelle due tipologie.

Analisi filogenetica

Sulla base della regione S1, sono stati ricostruiti degli alberi filogenetici utilizzando il
metodo di Massima Verosimiglianza implementato in IQ-Tree [12]. A tal fine ¢ stato
utilizzato sia I’allineamento nucleotidico che aminoacidico. Sono stati anche ricostruiti
dei network di aplotipi utilizzando 1’algoritmo minimum spannig tree, implementato
nella libreria pegas di R [13].

RISULTATI

Ricostruzione delle SNV e degli aplotipi vaccinali tramite NGS

La sequenza consenso della regione S1 ¢ risultata essere identica fra i tre lotti vaccinali.
In ciascuno di questi pero si sono evidenziate diverse SNV, rispettivamente 11,25 e 15
nei lotti 20381076B, 20381107A e 20381115B. Le SNV differivano sia per localizza-
zione che per frequenza fra i diversi lotti, con I’eccezione di quattro posizioni variabili
condivise (i.e. nt 50, 364, 1172 e 1280) dai tre vaccini. Due ulteriori siti (i.e. 126 e 554)
sono risultati variabili in due dei tre lotti (Figura 1).

04

Vaccine batch

203810768
20381107A
203811188

SNV frequency

0.2

e e e

Figura 1. Grafico a barre rappresentante la frequenza dei nucleotidi alternativi ri-
spetto a quelli caratterizzanti la sequenza di referenza. Solamente le posizioni dell’S1
ove sono state identificate SNV sono state riportate. I diversi lotti vaccinali sono co-
dificati da diversi colori.
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La ricostruzione degli aplotipi ha confermato 1’identita della sequenza consenso dei di-
versi lotti, sebbene ciascuno di questi presentasse degli aplotipi minori caratteristici. De-
gno di nota ¢ stato il riscontro di tre aplotipi che, pur presenti in lotti vaccinali diversi,
erano geneticamente simili (Figura 2). In tutti i casi, con una sola eccezione, la variabilita
nucleotidica riscontrata determinava delle mutazioni non-sinonimo rispetto al consenso.

203810768
20381107A
203811158

Figura 2. Network degli aplotipi ricostruiti per ciascun lotto vaccinale (codificati con
diversi colori). Sequenze identiche sono rappresentate da circoli il cui diametro & propor-
zionale alla frequenza della rispettiva sottopopolazione. Il numero di mutazioni ¢ descrit-
to da circoli neri sui corrispettivi rami.

Analisi dei ceppi di campionati in allevamento.

La sequenza completa sella regione S1 ¢ stata ottenuta da 67 ceppi di campo, dei quali
era nota I’anamnesi vaccinale. Combinando quest’informazione, 1’analisi filogenetica e
il confronto dell’identita di sequenza con le referenze vaccinali, gli stipiti sono stati clas-
sificati in “ceppi di campo” (n=38) e “ceppi di origine vaccinale” (n=29). Tre campioni
sono stati classificati come ceppi di campo nonostante originassero da animali vaccinati
in funzione dell’elevata distanza genetica (i.e. p-distance >0.3%; >5 mismatch). Al con-
trario, 15 campioni originati da allevamenti non vaccinati sono stati classificati come
vaccini in quanto geneticamente fortemente legati alla referenza vaccinale. L’analisi filo-
genetica ha confermato la presenza di due gruppi principali, uno comprensivo dei ceppi
vaccinali, I’altro di quelli di campo (Figura 3).
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Figura 3. Grafico riportante le relazioni filogenetiche fra i ceppi campionati dagli
allevamenti, le sequenze vaccinali consenso e le rispettive sottopolazioni. I ceppi di
campo sono stati evidenziati in rosso. Il profilo aminoacidico delle posizioni variabi-
li dell’S1 ¢ riportato a destra di ciascun ceppo.
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Sebbene nessuna posizione aminoacidica abbia permesso una sicura identificazio-
ne dei ceppi vaccinali, data la presenza di diverse eccezioni, alcuni residui hanno
rivelato una diversa distribuzione nei ceppi vaccinali rispetto a quelli di campo (i.e.
posizione 61, 93, 122 e 317) (Figura 3).

Nessuna delle sottopopolazioni identificate nei vaccini risultava geneticamente cor-
relata né condivideva posizioni caratteristiche con i ceppi di campo, con una sola
eccezione rappresentata dall’aminoacido 122 (Prolina), presente sia nella sequen-
za consenso che nella maggior parte degli aplotipi vaccinali minori. E interessante
notare come il residuo in posizione 122 dei lotti ivi sequenziati differiva rispetto a
quello presente nella sequenza del ceppo vaccinale caratterizzato in precedenza ed
utilizzato come referenza.

DISCUSSIONE

Questo studio ha premesso di investigare la presenza e le caratteristiche di sotto-
popolazioni virali in diversi lotti vaccinali per studiarne le implicazioni pratiche. E
stato quindi possibile confermare I’eterogeneita intra-vaccino e fra lotti vaccinali.
Diverse posizioni della regione S1 hanno rivelato SNV, sebbene con diversa fre-
quenza e localizzazione. Poiché ogni lotto ¢ il risultato di un processo di attenuazio-
ne almeno parzialmente indipendente, 1’assenza di pattern comuni supporta I’idea di
un processo casuale (genetic drift) ascrivibile all’elevato tasso di mutazione di IBV,
rispetto ad un’evoluzione direzionale frutto di specifici vincoli evolutivi. Similmen-
te, il fatto che la maggior parte delle mutazioni fosse non sinonimo (un tipo di muta-
zioni solitamente rapidamente eliminate dalla selezione naturale in quanto deleterie
per la fitness virale), suggerisce una tendenza “all’esplorazione” casuale di diverse
soluzioni evolutive. Cio detto, un numero limitato di SNV ¢ risultato essere condi-
viso dalle sottopopolazioni di almeno due lotti. Inoltre, ¢ stata identificata una clade
filogenetica che includeva aplotipi presenti nei tre vaccini. Non ¢ quindi possibile
escludere la presenza di alcune pressioni che favoriscano una convergenza evolutiva
in specifiche posizioni del genoma virale. In alternativa, la somiglianza evidenziata
in queste posizioni potrebbe essere il residuato del processo di attenuazione del cep-
po di campo. Sarebbe quindi di interesse comprendere se queste varianti presentino
un vantaggio evolutivo durante la replicazione in vivo. Il confronto con le sequenze
dei ceppi di campo sembra negare questa opportunita, data I’assenza di clustering di
questi aplotipi con ceppi di campo e ’assenza di SNV condivise con quest’ultimi.
Di conseguenza, anche ammettendo un effetto primario di ceppi di origine vaccinale
nel determinare sintomatologia clinica, questo sarebbe pit probabilmente ascrivibile
a una progressiva reversione a virulenza in condizioni di campo, piuttosto che alla
selezione di varianti piu aggressive gia presenti nel vaccino. Il confronto con ceppi
campionati in allevamento ha inoltre permesso di evidenziare, qualora ve ne fosse
ulteriormente bisogno, la difficolta nella differenziazione di ceppi di campo e vac-
cini. Non ¢ stato infatti possibile identificare alcun marker né a livello di sequenze
consenso né di sottopopolazioni. Tuttavia, alcuni residui aminoacidici sono stati pitu
comunemente riscontrati in una delle due categorie, il che permette, sebbene con
una limitata confidenza, di propendere per I’una o I’altra, specialmente quando piu
residui forniscono una classificazione concordante. Data la presenza di molteplici
eccezioni, qualsiasi responso deve essere interpretato con cautela e in modo critico.
La conoscenza dello status vaccinale puo sicuramente contribuire ad un responso piu
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accurato e andrebbe sicuramente considerato. Anche in questo caso pero, un approccio
critico ¢ fondamentale, in quanto € ben noto come I’immunita indotta dal vaccino non
sia sterilizzante e il coverage ottenuto sia spesso parziale. Ne consegue che il riscontro
di ceppi di campo in popolazioni vaccinate non possa essere escluso. Similmente, €
ben nota la capacita del virus vaccinale attenuato di replicare e diffondere anche fra
allevamenti. Cid permette facilmente di spiegare i risultati talvolta conflittuali fra storia
vaccinale e caratterizzazione genetica dei ceppi, riscontrata anche nel presente studio.
Un’ultima, fondamentale sfida € rappresentata dall’impossibilita di definire dei chia-
ri cut-off di identita nucleotidica che possano supportare la classificazione dei ceppi.
Anche nel presente studio, tale criterio ¢ stato fissato sulla base di una expert opinion,
e presenta quindi dei caratteri di arbitrarieta. Sebbene i lotti vaccinali considerati pre-
sentassero un’identica sequenza consenso e le sottopopolazioni non condividessero
dei marker con i ceppi di campo, ¢ interessante notare come un lotto piu antico del
vaccino, precedentemente sequenziato con metodo Sanger e utilizzato come referenza,
presentasse un differente aminoacido in posizione 122, condiviso da alcuni aplotipi
minori degli attuali vaccini. L’aspetto pit interessante ¢ che i vaccini sequenziati nel
presente studio condividevano, in questa posizione, lo stesso profilo aminoacidico dei
ceppi di campo, mentre la sequenza vaccinale piu antica differiva da questi ultimi e
coincideva con i ceppi classificati come vaccini. Di conseguenza, ¢ possibile speculare
che una certa variabilita sia presente almeno fra lotti vaccinali prodotti a grande di-
stanza di tempo, complicando ulteriormente la classificazione e I’interpretazione dello
scenario epidemiologico. Ceppi di origine vaccinale potrebbero presentare motivi o
distanze sistematicamente differenti dai ceppi di campo in funzione dello specifico lot-
to di produzione. Poiché i tentativi di classificazione al momento si basano proprio su
soglie di distanze genetiche e/o posizioni marker, le conseguenze di questo fenomeno
possono essere facilmente immaginate. Complessivamente, considerate tutte le fonti di
incertezza, i risultati del presente studio sottolineano la necessita e superiorita di un’a-
nalisi razionale delle sequenze ottenute e dell’anamnesi di allevamento caso per caso,
rispetto all’applicazione acritica di un qualsiasi algoritmo decisionale. Una conoscenza
approfondita dello scenario epidemiologico, in particolare prima e dopo I’introduzione
della vaccinazione, risulterebbe sicuramente di grande beneficio nell’interpretazione
dei dati. Infine, la disponibilita delle sequenze del genoma completo dei ceppi vacci-
nali e dei loro progenitori, sia a livello di consenso che di sottopopolazioni, potrebbe
contribuire all’identificazione dei reali marker di attenuazione vaccinale e quindi alla
differenziazione degli stessi.
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Summary

Marek’s disease (MD) is a lymphoproliferative disease of chickens spread through-
out the world caused by Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2). Production losses
resulting from clinical disease and MD-associated condemnation have been sig-
nificantly reduced since the introduction of vaccination. A vaccination program,
including the recombinant vaccine strain RN1250 (Prevexxion® RN), CVI988/
Rispens and HVT, was applied in 5 groups of broiler breeders in the pullet phase
of an industrial farm. Longitudinal field studies were performed sampling environ-
mental dust, feathers and spleens, collected from 1 to 19 weeks of age to detect
GaHV-2 vaccines and/or field strains. The study revealed the uptake of the RN1250
vaccine strain, demonstrated by the detection of the vaccine virus in feathers and in
spleens from the first to the fourth week post-vaccination. Circulation of a virulent
field GaHV-2 strain was observed from the 14" week of age not associated with
the presence of clinical outbreaks of MD, revealing the efficacy of the vaccination
plan applied.

INTRODUZIONE

La malattia di Marek (MD) ¢ una patologia neoplastica a carattere linfoprolifera-
tivo del pollo causata dal Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2 anche denomina-
to MDYV, che determina ingenti perdite economiche nel settore avicolo in tutto il
mondo (Schat e Nair, 2013).

Gli ospiti recettivi si infettano tramite inalazione di particelle virali presenti nei
detriti delle cellule epiteliali dei follicoli delle penne desquamate contenute nella
polvere ambientale (Carrozza et al., 1973); il virus puo permanere vitale ed infet-
tante nelle polveri per diversi mesi (Jurajda e Klimes, 1970).

Negli allevamenti di ovaiole e riproduttori pesanti italiani circolano ceppi ad ele-
vata virulenza (VMDYV o vwMDYV) in grado di determinare la forma acuta della
malattia, caratterizzata da linfomi viscerali (Mescolini et al., 2019).

Le manifestazioni cliniche della malattia vengono tenute sotto controllo dalla vac-
cinazione con vaccini vivi attenuati che tuttavia vengono definiti “imperfetti” poi-
ché non sono in grado di prevenire 1’infezione (Read et al., 2015). I vaccini impie-
gati piu largamente in Italia sono il ceppo CVI988/Rispens (attenuato a partire da
un ceppo di campo di GaHV-2) e I’herpesvirus del tacchino (HVT), appartenente
alla specie Meleagrid alphaherpesvirus 1, naturalmente apatogena per il pollo.
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Recentemente ¢ stato messo in commercio il vaccino ricombinante RN1250 (Pre-
vexxion® RN, Boehringer Ingelheim Animal Health), costituito dal ceppo virale
CVI988/Rispens in cui sono state inserite sequenze genomiche del ceppo Md5
(vwwMDV) di GaHV-2, e del ceppo RM1 (vMDYV); oltre ai segmenti Long Terminal
Repeats (LTR) derivati dal retrovirus della Reticoloendoteliosi (REV).

Per valutare la cinetica del vaccino ricombinate RN1250 e verificare I’efficacia di
un piano vaccinale che include RN1250, CVI988/Rispens e HVT, ¢ stato svolto
uno studio longitudinale di campo in cinque gruppi di riproduttori pesanti. Penne,
milze e polveri ambientali sono stati testati mediante protocolli molecolari speci-
fici per GaHV-2 e RN1250.

MATERIALI E METODI

Riproduttori pesanti oggetto dello studio e campionamento

Sono stati effettuati studi longitudinali in 5 gruppi di riproduttori pesanti di un
allevamento industriale in cui in passato si erano verificati focolai di MD acuta in
fase di deposizione.

Per il controllo della Malattia di Marek i gruppi erano stati vaccinati nei primi
giorni di vita come indicato in Tabella 1.

Tabella 1. Programma vaccinale per MD nei gruppi oggetto di indagine.

ETA’ E VIA DI SOMMINISTRAZIONE | VACCINI

18° giorno di incubazione - /n ovo Ceppo CVI988/Rispens + HVT
1 giorno di eta — sottocutanea Ceppo CVI988/Rispens + HVT
2 giorni di eta — sottocutanea Ceppo RN1250 (Prevexxion RN) e vHVT-IBD

(Vaxxitek HVT+IBD), Boheringer Ingelheim

Il programma di vaccinazione, rispetto ai cicli d’allevamento precedenti, ha so-
stituito I’impiego dei ceppi vaccinali CVI988/Rispens ¢ HVT con i vaccini Pre-
vexxion RN e Vaxxitek HVT + IBD (Boehringer Ingelheim).

Dalla 1? alla diciannovesima settimana di eta, da ogni gruppo sono stati prelevati
settimanalmente campioni di polvere ambientale e di penne (10 animali/gruppo,
5 penne/animale). Cinque animali per gruppo sono stati inoltre soppressi per la
raccolta di campioni di milza.

Processazione del campione ed estrazione del DNA

Ciascun campione di polvere (1 = 0.09 g) ¢ stato posto in una provetta conica da
centrifuga da 15 ml, risospeso in 5 ml di PBS sterile e centrifugato a 2500g per 15
minuti a +4°C. Il surnatante ottenuto ¢ stato centrifugato una seconda volta utiliz-
zando gli stessi parametri. Dopo la seconda centrifugazione, il surnatante ¢ stato
prelevato con una siringa e filtrato attraverso un filtro sterile per siringa da 0.45
um. L’estrazione del DNA ¢ stata effettuata a partire da 200 pl di filtrato di polvere
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utilizzando il kit del commercio NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL).
Quest’ultimo kit ¢ stato utilizzato anche per I’estrazione del DNA dalle penne e
dalle milze, processate singolarmente o in pool.

PCR nested per RN1250 e per GaHV-2

Il DNA estratto ¢ stato impiegato in due protocolli di nested PCR, uno per identifi-
care la presenza di GaHV-2 e differenziare, mediante sequenziamento dell’amplifi-
cato, il ceppo vaccinale CVI988/Rispens (Mescolini et al., 2019) dai ceppi GaH V-
2 di campo; e ’altro per amplificare una porzione univoca del ceppo RN1250,
mediante primers specifici disegnati sulla base della sequenza nucleotidica del
ceppo RM1 presente in GenBank (numero di accesso S82226).

RISULTATI
I risultati dell’indagine sono riportati in Tabella 2.

Tabella 2. Positivita alla PCR nested e caratterizzazione per RN1250, CVI988/
Rispens e GaHV-2 nei gruppi oggetto di indagine

. MILZE PENNE POLVERE

ta

(settimane) | RN1250 %ﬁ: GaHV-2 | RN1250 (li};;ﬁi/ GaHV-2 | RN1250 %ﬁ: GaHV-2
1 6/25¢ | 1125 | 025 | 10/50 | 18/50 | /50 | o5 0/5 075
2 825 | 1525 | 925 | o030 | 1530 | 030 | o5 5/5 075
3 625 | 1325 | 925 | om0 | 2730 | 030 | o5 5/5 0/5
4 0/5 2/5 0/5 1/10 | 10/10 | 0/10 0/5 5/5 0/5
6 0/5 2/5 05 1 o010 | 610 | 010 | g5 5/5 0/5
10 1/5 0/5 05 | oo | 210 | 010 | s 5/5 075
14 - - - - - - 1/5 5/5 1/5
17 - - - - - - 3/5 5/5 3/5
19 o5 | o5 | 95 | oto | 1o | 010 | s 5/5 3/5

% n. positivi/n. campioni;
-: campionamento non effettuato.

Alla nested PCR per il ceppo vaccinale RN1250 sono risultate positive le milze
prelevate dagli animali alla 17,22 32 e 10* settimana di vita, le penne prelevate
alla 1* e 4* settimana di vita e le polveri ambientali prelevate dalla 10* alla 17?
settimana di vita. Il ceppo vaccinale CVI988/Rispens ¢ stato rilevato nelle milze
dalla 1% alla 6° settimana di vita e in penne e polveri durante tutto il periodo di
campionamento. La presenza del ceppo GaHV-2 di campo ¢ stata rilevata solo
piu tardivamente nelle polveri a partire dalla quattordicesima settimana di vita.
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All’analisi di sequenza i ceppi di campo presentavano caratteristiche molecolari
di elevata virulenza, tuttavia, nel periodo di osservazione non sono state riportate
manifestazioni cliniche o lesioni ascrivibili a MD.

DISCUSSIONE

Questo studio ha evidenziato 1’avvenuto uptake del ceppo vaccinale RN1250, di-
mostrato dalla presenza del virus vaccinale nelle penne e nelle milze dalla prima
alla quarta settimana post-vaccinazione. La positivita al vaccino ricombinante sin
dai primi giorni di vita potrebbe indicare la capacita del ceppo RN1250 di stimo-
lare una precoce protezione immunitaria, che, oltre a proteggere 1’animale nei
riguardi di un challenge precoce da MDYV, diminuisce la circolazione del ceppo di
campo riducendo la probabilita di selezione di ceppi a maggiore virulenza. L’eli-
minazione di RN1250 avviene in maniera costante come testimoniato dall’accu-
mularsi progressivo del virus vaccinale nelle polveri ambientali che sono risultate
positive a partire dalla decima settimana post-vaccinazione; 1’apparente intermit-
tenza dell’eliminazione del ceppo vaccinale RN1250, rilevata testando le penne, ¢
probabilmente dovuta al comportamento tipico di latenza/replicazione degli her-
pes virus (Calnek & Witter, 2001).

In questo studio longitudinale ¢ stata rilevata la presenza di un ceppo di campo di
GaHV-2 ad elevata virulenza a partire dalla quattordicesima settimana post-vac-
cinazione. E importante precisare che i vaccini oggi in commercio sono definiti
imperfetti o “leaky”, ossia, seppur capaci di tenere sotto controllo la malattia di
Marek in forma clinica, non in grado diimpedire I’infezione, la replicazione e 1’eli-
minazione nell’ambiente di ceppi di campo di GaHV-2 ad elevata virulenza (Islam
& Walkden-Brown, 2007; Islam et al., 2008; Islam et al., 2014; Ralapanawe et al.,
2016). Tuttavia, nonostante la rilevazione del ceppo di campo nei gruppi oggetto di
studio, non sono state osservate forme cliniche e/o lesioni riferibili a MD nell’arco
di tutto il ciclo produttivo dei riproduttori, indice dell’efficacia protettiva del pro-
tocollo vaccinale applicato, nel periodo di osservazione.
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Summary

Infectious bronchitis virus (IBV) is one of the most important pathogens in poultry.
IBV is a coronavirus featured by an airborne transmission, that is mostly controlled
by biosecurity and vaccination. Due to the importance of implementing new tools to
control this problem and to the renewed interest towards coronavirus, the efficiency
of UVC lamps (222 nm) at inactivating IBV was tested on aerosol containing a neb-
ulized vaccine. The aerosol was produced by an instrument nebulizing the vaccine
and hosting the UVC lamps. The aerosol was administered to two groups of day-old
chicks that were monitored for clinical signs, sampled by choanal swabs daily for 9
days post exposure and tested by vaccine specific real time RT-PCR. The first group
was the control one, for the evaluation of the efficacy of the nebulizing instrument
and the administration route, thus the lamps were switched off and allowed the vac-
cine take by the animals and the detection of increasing vaccine titers in the first
days, attesting the replication of the live vaccine. The second group was exposed to
the aerosol once exposed to the UVC rays, thus the animals remained negative for
all observation period, revealing the efficacy of the UVC lamps in inactivating the
virus below the necessary infectious dose. These results are promising for a wider
application of the UVC lamps, both in veterinary field and in public health.

INTRODUZIONE

Il virus della bronchite infettiva (IBV) ¢ un patogeno estremamente importante in
avicoltura, responsabile di problematiche respiratorie, renali e riproduttive, a secon-
da del ceppo virale e della categoria animale coinvolti, con cali di produzione, per-
dite economiche e predisposizione ad infezioni secondarie (Jackwood & Wit, 2020).
11 controllo della bronchite infettiva ¢ demandato alla vaccinazione, che prevede la
somministrazione di vaccini vivi attenuati e talvolta inattivati, a seconda del proto-
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collo e della categoria produttiva (Jordan, 2017).

L’immunizzazione perd non garantisce la totale protezione nei confronti di questo
virus, proprio per la presenza di varianti, per il coverage vaccinale a volte subotti-
male della popolazione, per I’estrema facilita di trasmissione e per i contatti molto
stretti all’interno dei capannoni. Oltre alla biosicurezza, altri devono essere quindi
gli strumenti affiancati alla vaccinazione nella lotta contro questo ed altri patogeni.
La ricerca di soluzioni in grado di abbattere la carica virale e la pressione infettan-
te in ambienti ad elevata contaminazione, ha stimolato la valutazione dell’efficacia
delle lampade a UVC nell’inattivazione dei coronavirus. Le lampade a UVC ad ec-
cimeri (222nm) hanno il vantaggio di non essere nocive per gli organismi superiori
e sono state gia sperimentalmente testate nei confronti di patogeni come il virus
dell’influenza aviaria (Welch et al., 2018) e il virus della Porcine reproductive and
respiratory syndrome (PRRSV) (Li et al., 2021), con ’obiettivo di sondare uno stru-
mento applicabile sia in ambito veterinario, sia con una visione One Health con
applicazione in contesti pubblici.

Questo studio ha valutato I’efficacia di lampade a UVC ad eccimeri (222 nm), nell’i-
nattivare un aerosol contenente IBV e nel prevenirne la replicazione all’interno di
un modello di popolazione animale esposta ad un patogeno a trasmissione tramite
aerosol.

MATERIALI E METODI

Scelta del virus

Per effettuare lo studio in massima sicurezza, € stato scelto di utilizzare un vacci-
no vivo attenuato basato sul ceppo 1/96 del virus della bronchite infettiva (Cevac
IBird®, Ceva Animal Health Ltd, France), registrato per la somministrazione via
spray a pulcini di un giorno di vita. Due fiale da 1000 dosi sono state risospese in
100 ml ciascuna e utilizzate per la soluzione destinata alla produzione dell’aerosol
contenente il virus.

Allestimento dello strumento di nebulizzazione e irraggiamento dell aerosol

Lo strumento per la produzione dell’aerosol ¢ stato predisposto dalla Divisione di
Padova dell’Istituto Nazionale di Fisica Nucleare (INFN) e dal Dipartimento di Fi-
sica e Astronomia (DFA) a partire dal prototipo descritto da Welch et al. (2018).
Il flusso d’aria era prodotto da una bombola di azoto compresso, connessa ad un
riduttore di pressione con uno sdoppiatore, prima dell’ingresso in un flussimetro a
galleggiante per la regolazione dei flussi. Una parte del flusso era diretta alla produ-
zione dell’aerosol nel nebulizzatore, in cui era stato diluito il vaccino, I’altra parte
del flusso raggiungeva direttamente il tunnel di irraggiamento per la produzione di
aria secca. A valle del nebulizzatore era posto un tunnel metallico in cui erano al-
loggiate le lampade a UVC ad eccimeri (222 nm), raggiunto dai tubi provenienti dal
nebulizzatore e dal flussimetro. All’interno del tubo erano stati alloggiati quattro
deflettori e all’estremita ¢ stato posto un contenitore per alloggiare gli animali du-
rante 1’esposizione al flusso.

Settaggio dello strumento di nebulizzazione e irraggiamento

Lo strumento ¢ stato regolato per nebulizzare 10 ml di soluzione contenente il vac-
cino in un tempo di 40 minuti di esposizione, somministrando 9 1/min di azoto e 4.5
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l/min di aerosol, generato ad una velocita di 1.5cm/s, permettendo un’esposizione
agli UVC di 10 secondi, con una dose di irraggiamento minimo di 8.7 mJ/cm?2 (dose
media 13.6 mJ/cm?2) e un fattore di inattivazione di 10”. Le lampade sono rimaste
spente durante 1’esposizione del primo gruppo (gruppo A) in modo da verificare il
corretto funzionamento dello strumento attraverso il ritrovamento del vaccino, men-
tre sono state accese soltanto durante la produzione dell’aerosol a cui ¢ stato esposto
il secondo gruppo di animali (gruppo B).

Prova in vivo

Due gruppi di 20 pulcini di broiler di un giorno di vita sono stati arruolati per 1’ese-
cuzione del trial. Le due prove sono state effettuate con un intervallo di sette giorni
I’una dall’altra, per garantire un vuoto sanitario e le corrette procedure di disinfe-
zione. Gli animali sono stati alloggiati in contenitori uguali durante 1’esposizione al
flusso e rispettando le stesse condizioni ambientali e di alimentazione per i seguenti
nove giorni di osservazione. Quindici animali per gruppo sono stati identificati sin-
golarmente con un numero progressivo su targhette apposte al piede. Gli animali
sono stati osservati individualmente e quotidianamente per il rilievo di eventuali
segni clinici.

Campionamento e analisi di laboratorio

I pulcini di entrambi i gruppi sono stati campionati all’arrivo e prima di essere espo-
sti all’aerosol, mediante tamponi in fessura palatina, per la ricerca della presenza del
vaccino e il primo punto di campionamento ¢ stato analizzato in pool, per escludere
contaminazioni avvenute in incubatoio. Gli animali identificati (1-15) sono poi stati
campionati quotidianamente e individualmente. I campioni dei due gruppi sono stati
stoccati a -80°C fino alla fine del periodo di osservazione, per essere poi analizzati
separatamente, per evitare contaminazioni. I campioni sono stati sottoposti indivi-
dualmente ad estrazione degli acidi nucleici mediante il kit High Pure Viral Nucleic
Acid® Kit (Roche, Svizzera) e analizzati mediante una metodica di real time RT-
PCR specifica per il ceppo 1/96, descritta da Tucciarone et al. (2018)the usual second
vaccination is more and more often moved up to the chick’s first d of life. The second
strain administration together with the common Mass priming by spray at the ha-
tchery allows saving money and time and reducing animal stress. The present work
compared the different vaccine strains (Mass-like or B48, and 1/96 con il kit Super-
Script® III Platinum® One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, USA) sul termociclatore
LightCycler® 96 Instrument (Roche, Svizzera).

RISULTATI

Durante le due prove non ¢ stata osservata mortalita. Entrambi i pool di tamponi
prelevati prima dell’esposizione al flusso sono risultati negativi. Alcuni degli animali
del gruppo A, esposto all’aerosol non irraggiato, hanno mostrato sintomi respiratori
lievi e sporadici, con un picco al quarto giorno post esposizione. Tutti i campioni
prelevati nel gruppo A sono risultati positivi fino al quinto giorno, con un trend in
aumento del titolo virale, successivamente sono state evidenziate delle positivita
intermittenti e i titoli riscontrati sono apparsi meno omogenei (Figura 1).

Nessun animale del gruppo B ha mostrato sintomi ne ¢ risultato positivo alla real
time RT-PCR specifica per il ceppo 1/96.

221



Log,, EID;,/ml per giorno

=

i ]

Log,, EIDs,ml

2

Giorno
Figura 1: Box plot dei titoli virali nel gruppo A (x = media del gruppo).

DISCUSSIONE

Questo studio ha permesso di valutare I’efficacia di lampade a UVC ad eccimeri
(222 nm) nell’inattivare il virus della bronchite infettiva aviare. La positivita
degli animali del primo gruppo e I’aumento dei titoli virali nei primi giorni di
osservazione dimostrano infatti il buon funzionamento del sistema di nebulizza-
zione e I’assenza di un’attivita virucida meccanica da parte del prototipo, data
la replicazione vaccinale che sottende al rapido aumento dei titoli. Al contrario,
I’assenza di RNA vaccinale negli animali del gruppo B ¢ imputabile all’azione
virucida delle lampade accese, essendo questa 1’unica differenza tra i due grup-
pi.

La presenza di lievi sintomi nel gruppo A ¢ interpretabile come una blanda
reazione vaccinale, probabilmente causata da due principali differenze nella
somministrazione rispetto alle condizioni standard previste in incubatoio. In-
fatti, nonostante il vaccino sia assunto per via inalatoria anche in incubatoio, le
condizioni ottimali di vaccinazione prevedono la produzione di uno spray con
particelle di diametro maggiore, in modo da evitare una penetrazione troppo
profonda del vaccino nelle vie aeree. Durante la presente prova, sono state pro-
dotte invece delle particelle di dimensioni inferiori, per mimare 1’aerosol con
cui i patogeni si propagano in infezioni naturali. Inoltre, per garantire la nebu-
lizzazione corretta del vaccino e minimizzarne la dispersione, ¢ stata utilizzata
una dose maggiore. L’insieme di questi due fattori, volume delle particelle e
dose di vaccino, potrebbero aver contribuito ad accentuare gli effetti solita-
mente trascurabili della vaccinazione contro IBV. La dose di vaccino maggiore
potrebbe anche aver contribuito alla precoce positivita degli animali che, in
altri studi di cinetica (Pellattiero et al., 2018; Tucciarone et al., 2018; Tucciaro-
ne et al., 2018)we tested the potential environmental persistence, transmission
ability and replication capability of a non-directly administrated vaccine strain
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at a hatchery and during transportation. To this purpose, we examined a single
hatchery, where combined vaccination (Mass-like plus 793B-like strains effettuati
dopo vaccinazione spray standard, mostravano le prime positivita generalmente a
partire dal secondo giorno post esposizione.

CONCLUSIONI

La conferma dell’efficacia delle lampade a UVC nell’inattivazione di un coronavi-
rus € un risultato estremamente importante e promettente. Una volta ottimizzati il
funzionamento, la potenza e i costi, queste lampade potrebbero trovare ampio uti-
lizzo in ambito veterinario, negli allevamenti per sanificare i flussi d’aria in ingres-
so e in uscita, nella dogana danese, o anche in incubatoio, dove sono somministrate
dosi elevate di diversi vaccini vivi attenuati, per prevenire le cross-contaminazio-
ni. Allo stesso modo, I’efficacia contro virus di interesse per la salute umana, come
appunto i coronavirus, le rende uno strumento interessante per I’applicazione an-
che in situazioni ad elevato rischio e contaminazione, come strutture ospedaliere
e spazi pubblici affollati. Infatti, i raggi generati da questo tipo di lampade non
sono dannosi per gli organismi superiori ¢ cio potrebbe offrire la possibilita di
utilizzarle per diminuire la pressione infettante negli ambienti anche in presenza di
persone o animali, al posto di soluzioni piu impattanti come 1’0zonizzazione. I ri-
sultati finora ottenuti dall’utilizzo delle lampade a UVC ad eccimeri (222 nm) sono
estremamente promettenti, ma ulteriori studi devono essere condotti per misurarne
I’efficacia in contesti d’uso diversi e assicurare la sicurezza dell’utilizzo anche a
dosi elevate di irraggiamento.
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Summary

Recently wild birds are matter of interest from the scientific community as potential
spreaders of antibiotic resistance gene in urban and suburban environment also for the
ability to migrate long distances in short periods. The aim of this work was to evaluate
the antibiotic- susceptibility of commensal Escherichia coli, and the possible presence of
ESBL E. coli and Salmonella spp. in some species of wild birds admitted to the Veteri-
nary Hospital (Department of Veterinary Medicine, University of Study, Perugia). Most
of the birds were represented by nocturnal and diurnal raptors and came from WildUm-
bria, a wildlife rescue center, showed traumatic lesions (hunting injuries, traumatic shock
etc.). Cloacal swabs were collected before possible antimicrobial treatments. A total
of 70 E. coli isolates were obtained from 70 samples (100%), while Salmonella spp.
was not detected unlike other works documenting the presence of this microorganism
in magpies, crows, gulls. Ampicillin, (61.42%); (P<0.001), amoxicillin with clavulanic
acid (42.85%); (P<0.001) and ciprofloxacin (18.57%), were found to be the antibiotics
against which bacterial strains displayed the highest prevalence of resistance. This is not
surprising since these molecules are widely used in both veterinary and human medicine.
It should also be reported that 10 out of 70 isolates (14.28%) showed multidrug-resistant
(MDR) profile with the constant presence of beta lactam category. Five out of 70 E.
coli isolates (7.14%) were Extended Spectrum [ -Lactamase (ESBL) and four showed a
multi-resistance profile and 2 displayed resistance to imipenem, often considered of last
choice against human infections by “super resistant” bacteria. All E. coli isolates were
sensitive to colistin with value MIC < 2 mg/L. Lack of resistance to colistin by E. coli
isolates, in line with what it is reported in the literature, is likely due in part to the use
off-label of this molecule in the veterinary sector. Diet, which for some species is repre-
sented by carcasses (rabbits, hares, badgers, rats, rodents), municipal and livestock waste
could be responsible for the presence of the resistant gene in wildlife.

INTRODUZIONE

In questi ultimi anni I’interesse della comunita scientifica si € rivolto verso gli animali
selvatici, volatili inclusi, quali potenziali soggetti sentinella in grado di rivelare il livello
di contaminazione ambientale, in particolare del suolo, da parte di batteri veicoli di geni
responsabili di antibiotico-resistenza (Bonnedahl e Jéarhult et al. 2014). Va considerato
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inoltre che questi animali possono acquisire microrganismi resistenti da diverse nicchie
ecologiche e nel caso di alcuni volatili, di diffonderli anche in aree geografiche diverse,
vista la loro capacita di ricoprire lunghe distanze in breve tempo attraverso i percorsi mi-
gratori (Wang et al. 2017). Molti sono i fattori che contribuiscono alla contaminazione del
suolo da parte di batteri/geni della resistenza: acque di scarico provenienti da allevamenti
intensivi, discariche e impianti di trattamento delle acque reflue e la stessa fauna selvatica
tramite anche 1’escrezione fecale (Tardon et al. 2021). Escherichia coli e Salmonella spp.
sono considerati alcuni tra i batteri maggiormente responsabili della co-circolazione dei
geni di resistenza tra ’ambiente, gli animali e 'uomo in quanto considerate specie in
cui la selezione dei geni di resistenza ¢ avvenuta piu rapidamente nel corso degli anni, a
seguito dell’uso diffuso di antimicrobici (Seiffert et al. 2013). Lo scopo di questo lavoro
¢ stato quello di valutare il profilo di antibiotico-resistenza di ceppi di £.coli commensali,
I’eventuale presenza di E.coli, E.coli ESBL e Salmonella spp. isolati in volatili selvatici
ricoverati presso I’Ospedale Didattico Veterinario di Perugia (Dipartimento di Medicina
Veterinaria-DMV).

MATERIALI E METODI

Campionamento

Un totale di 70 tamponi cloacali ¢ stato prelevato da differenti specie di volatili selvatici
al momento del ricovero nell’Ospedale Didattico, DMV, per eseguire il prelievo prima
che venissero iniziate possibili terapie con antimicrobici. La maggior parte dei volati-
li, rappresentata da rapaci notturni e diurni, proveniva dal Centro di recupero animali
selvatici “WildUmbria” e presentava alla visita clinica, lesioni riconducibili ad eventi
traumatici (ferite da caccia, traumi da urti etc). Poiane e gheppi sono risultate le specie
maggiormente investigate tra i rapaci diurni mentre civetta e assiolo tra quelle notturne
(Tabella 1).

Tabella 1: Elenco e numero dei volatili selvatici testati in base all’Ordine di appartenenza

Specie Numero
Rapaci diurni 29
Rapaci notturni 13
Passeriformi 8
Apopoidi 4
Columbiformi 7
Upupidi 1
Piciformes 2
Galliformi 2
Caprimulgiformes 1
Ardeidi 3

Isolamento e identificazione di E. coli

Per I’isolamento di E.coli, i campioni sono stati posti in terreno di pre-arricchi-
mento costituito da acqua peptonata tamponata (BPW) in rapporto 1:10 e quindi
sono stati incubati a 37 °C per 18-24 ore in aerobiosi. Da ciascun campione cosi
diluito ¢ stata prelevata una quantita pari a 0.1 ml di soluzione e quindi seminata
su agar MacConkey, incubato per 24 h a 37 °C in condizione di anaerobiosi. Le
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colonie con una morfologia riferibile a E. coli sono state tipizzate mediante appro-
priate prove biochimiche.

Isolamento e identificazione di Salmonella. spp

I campioni sono stati diluiti in proporzione di 1:10 con soluzione peptonata e incubati
a 37 °C per 18 h in terreno di pre-arricchimento. Successivamente aliquote pari 0,1 ml
sono state trasferite in 10 ml nel terreno selettivo di Rappaport Vassiliadis (Thermo
Fisher Scientific, Rodano, MI) e incubato a 42 °C per 24 h. 10 ul delle diverse colture
sono stati seminati su piastre di cromogeno (Liofilchem s.r.1, Roseto degli Abruzzi, Te,
Italia) ed incubate a 37 °C per 24 h. Le colonie riconducibili a Salmonella spp., (ISO-
6579) sono state sottoposte a tipizzazione tramite agglutinazione diretta con antisieri
specifici seguendo lo schema di Kaufmann-White-Le Minor.

Test di suscettibilita antimicrobica e determinazione di ESBL degli isolati di E. coli
La suscettibilita antimicrobica ¢ stata valutata con il metodo di Kirby-Bauer per i se-
guenti antibiotici e classe di appartenenza (Tabella 2): imipenem (IMP) (10 pg), cefoxi-
tine (FOX) (30 ug), cefepime (FEP) (30 pg), cefotaxime (CTX) (30 pg), ceftazidime
(CAZ) (30 pg), ampicillina (AMP) (10 pg), amoxicillina/acido clavulanico (AMC) (30
ug)b) cloramfenicolo (CHL) (30 ug), azitromicina (AZM) (15 pg), acido nalidixico
(NA) (30 pg), ciprofloxacina (CIP) (5 pg), tetraciclina (TE) (30 ug), sulfamethozaole/
trimethoprim (SMX) (25 pg), gentamicina (CN) (10 pg). Per la colistina, la valutazio-
ne della suscettibilita ¢ stata effettuata in triplicato mediante microdiluizione in piastra
(cut-off >2 mg/L). Per tutti i ceppi di E. coli ¢ stata valutata la produzione di ESBL
tramite il test sinergico a doppio disco (DDST) e tramite la microdiluizione in piastra
(Sensititre™ ESBL plates, Thermo Fisher Scientific, Milan, Italy). I risultati sono stati
valutati seguendo i breakpoint stabiliti da EUCAST.

Tabella 2: Classe di appartenenza e antibiotici testati nel test di suscettibilita antimi-
crobica Kirby-Bauer e microdiluizione in piastra*

Antibiotici Classe
Imipenem Beta-lattamici
cefoxitina

Cefepime

Cefotaxime

Ceftazidime

Ampicillina

Amoxicillina/acido clavulanico

Cloramfenicolo

Azitromicina Macrolidi
Acido Nalidixico Chinoloni
Ciprofloxacina

Tetraciclina Tetracicline
Sulfametoxazolo Sulfamidici
Gentamicina Aminoglicosidi
Colistina* Polimixine
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Analisi statistica

Si ¢ effettuata un’analisi statistica, considerando i selvatici come unica categoria, al
fine di valutare se le variazioni di suscettibilita di tutti gli isolati di £.coli nei confronti
degli antibiotici testati fossero significative. L’analisi statistica ¢ stata effettuata appli-
cando il test statistico del Chi-quadro tramite il programma JASP (Versione 14.1) e i
risultati sono stati considerati statisticamente significativi per valori di P < 0,05.

RISULTATI

In totale sono stati isolati 70 ceppi di E. coli mentre non ¢ stata isolata alcuna Salmo-
nella spp. Cinquantanove ceppi di E. coli hanno mostrato un’elevata prevalenza di
resistenza alla ampicillina (84,28%); (P<0,001), seguita dalla resistenza alla amoxi-
cillina associata ad acido clavulanico con 30 isolati resistenti (42,85%); (P<0,001).
La resistenza a ciprofloxacina e cefotaxime ha presentato valori pari a 18,57% e
17,14 % rispettivamente. Un’elevata suscettibilita ¢ stata riscontrata nei confronti
di cloramfenicolo (94,28%) e azitromicina (97,14%). Tutti gli isolati sono risultati
sensibili alla colistina (Tabella 3). Dieci isolati su 70 (14,28%) hanno mostrato un
profilo di multiresistenza, sempre inclusivo della categoria dei beta-lattamici, con il
pattern di resistenza a 4 classi di antibiotici maggiormente rappresentato (6/10, 60%)
(Tabella 4). In 2 di questi isolati era presente la resistenza alla imipenem. Cinque su
70 isolati di E. coli (7,14%) erano ESBL e quattro hanno mostrato profili di multi-re-
sistenza, 2 dei quali includevano resistenza all’imipenem.

Tabella 3: Numero e percentuale degli isolati di E. coli resistenti agli antibiotici testati

Numero (S) | % Numero (R) | %

Imipenem 64 91,42 6 5,57
Cefoxatina 65 92,85 5 7,14
Cefepime 63 90,00 7 10,00
Cefotaxime 58 82,85 12 17,14
Ceftazidime 62 88,57 8 11,42
Ampicillina 11 15,71 59 84,28
Amoxicillina/acido clavulanico 40 57,14 30 42,85
Cloramfenicolo 66 94,28 4 5,70
Azitromicina 68 97,14 2 2,85
Acido Nalidixico 64 91,42 6 5,57
Ciprofloxacina 57 81,42 13 18,57
Tetraciclina 62 88,57 8 11,42
Sulfametoxazolo 60 85,71 10 14,28
Gentamicina 62 88,57 8 11,42
Colistina 70 100 0 0
ESBL 65 92,85 5 7,14
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Tabella 4: Pattern di multiresistenza degli isolati di E. coli

Pattern Pattern di multiresistenza E. coli (N) E. coli (%)
3 BETA/CHIN/AMINO 1 10
BETA/TET/SXT 1 10
4 BETA/CHIN/TET/SXT 3 30
BETA/CHIN/SXT/AMINO 2 20
BETA/MACRO/CHIN/SXT 1 10
BETA/MACRO/CHIN/TET/SXT 1 10
6 BETA/MACRO/CHIN/TET/SXT/AMINO 1 10

BETA (Beta-lattamici), MACRO (Macrolidi), CHIN (Chinoloni), TET (Tetracicli-
ne), SXT (Sulfamidici), AMINO (Aminoglicosidi)

DISCUSSIONE

Gli uccelli selvatici negli ultimi anni sono diventati oggetto di interesse da parte
della comunita scientifica per il ruolo da loro svolto come “marker” rivelatori del
grado di contaminazioni ambientale, aree urbane e suburbane incluse. In tale ot-
tica si collocano gli studi sempre piu frequenti, talvolta con risultati discordanti,
riguardanti gli animali selvatici quali carrier di batteri/geni della resistenza nell’e-
cosistema (Guenther et al. 2010)they could likewise contribute to the dissemination
of antimicrobial resistant bacteria in the environment. The aim of this study was
therefore to get first insights into the antimicrobial resistance status among E. coli
isolated from wild small mammals in rural areas. We tested 188 faecal isolates from
eight rodent and one shrew species originating from Germany. Preselected resistant
isolates were screened by minimal inhibitory concentration (MIC. In questa ricerca,
le specie piu frequentemente monitorate provenivano dal Centro di recupero “Wil-
dUmbria” ed erano rappresentate in maniera preponderante da volatili appartenente
all’ordine degli Strigiliformi quali poiana e gheppio, tra i rapaci diurni, e civetta
e assiolo tra i rapaci notturni. Queste specie erano recapitate al Centro soprattut-
to a causa di incidenti stradali, ferite a arma da fuoco, predazione e piu raramente
in seguito a intossicazioni ¢ avvelenamenti, analogamente a quanto si verifica in
altri centri (Dessalvi et al. 2021)the analyses focused upon the cause, provenance
and species of hospitalised animals, the seasonal distribution of recoveries and the
outcomes of hospitalisation in the different species. In addition, an in-depth analy-
sis of the anthropogenic causes was conducted, with a particular focus on attempts
of predation by domestic animals, especially cats. Significantly, 96.8% of animals
hospitalised came from Liguria, the region in north-western Italy where CRAS is
located, with 44.8% coming from the most populated and urbanised areas of Ge-
noa, indicating a positive correlation between population density and the number of
recoveries. A total of 5881 wild animals belonging to 162 species were transferred
to CRAS during the six years study period. The presence of summer migratory bird
species and the high reproductive rates of most animals in summer resulted in a
corresponding seasonal peak of treated animals. Birds represented 80.9% of entries;
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mammals accounted for 18.6% of hospitalisations; and about 0.5% of the entries
were represented by reptiles and amphibians. Species protected by CITES and/or
in IUCN Red List amounted to 8% of the total number of individuals. Consistent
with results recorded elsewhere from Italy and other European countries, 53.9% of
the specimens treated were released in nature; 4.7% were euthanised and 41.4%
died. There was a significant difference between taxa in the frequency of individuals
that were released, died or euthanised due to the intrinsic characteristics of species
(more resistant or more adaptable to captivity than others. Va sottolineato che in tutti
i soggetti ¢ stata riscontrata una resistenza significativa degli isolati di E. coli alla
ampicillina, seguita dall’amoxicilina, associata ad acido clavulanico in relazione al
fatto che queste 2 molecole sono ampiamente utilizzate in medicina umana (Gilbert
et al. 1974), mentre in campo veterinario I’amoxicillina ¢ particolarmente impiegata
nel corso di infezioni respiratorie nei mammiferi (Landers et al. 2012) e nei volatili
in patologie enteriche sostenute da Clostridium spp. (Salvarani et al. 2012). E vero-
simile quindi supporre che i risultati ottenuti in questo caso siano la conseguenza di
una contaminazione dei soggetti testati dovuta alle acque reflue degli allevamenti e
dei centri urbani convergenti nell’ambiente. Il riscontro di E. coli resistenti a cefota-
xime, beta lattamico di terza generazione, ¢ un dato di interesse se si considera che,
nonostante il divieto di utilizzo di cefalosporine negli animali da reddito, incluso il
pollame, la resistenza alle cefalosporine ¢ riportata in diverse specie di interesse zo-
otecnico quali bovini al pascolo (Markland et al. 2019) e polli e galline allevati indu-
strialmente. In questo ultimo caso si tratterebbe di contaminazione per via verticale
dovuta alla trasmissione di geni della resistenza da parte dei riproduttori, in relazione
alla struttura di produzione piramidale che caratterizza il settore avicolo (Musa et al.
2020). Gli isolati di E. coli sono risultati per la maggior parte sensibili ai macrolidi,
rappresentati in questo lavoro da azitromicina, e al cloramfenicolo. Unica eccezione
¢ costituita dagli isolati di E. coli provenienti da succiacapra e rondone, entrambi
specie migratorie e pertanto in grado di trasportare i1 geni di resistenza a lunga di-
stanza. [’azitromicina non viene comunemente usata negli allevamenti zootecnici
sebbene abbia dato risultati confortanti nella terapia delle criptosporidiosi nel bovino
(Yagci et al. 2017) e I’uso del cloramfenicolo ¢ vietato in diversi Paesi negli animali
da reddito (Benford et al. 2014). Va comunque specificato che i macrolidi, in parti-
colare la tilosina, in virt anche del tempo di sospensione pari a zero, ¢ largamente
impiegata in ambito veterinario, nelle infezioni sostenute da Micoplasmi e gram
positivi (de Jong et al. 2021). Non ¢ stato osservato nessun fenomeno di resistenza
nei confronti della colistina. In generale nei Paesi dell’Unione Europea la prevalenza
di resistenza alla colistina da parte di £. coli risulta tendenzialmente bassa , sebbene
si possano avere delle variazioni in relazione al maggiore uso del farmaco in alcuni
stati membri (EFSA, 2019). Il profilo fenotipico di resistenza a 4 classi di antibio-
tici ¢ stato quello maggiormente rappresentato e in 2 di questi isolati si ¢ osservata
anche la resistenza all’imipenem, una cefalosporina di ultima generazione, spesso
considerata nel trattamento di super infezioni batteriche in pazienti umani (Wu et
al. 2014). Cinque isolati su 70 sono risultati ESBL e, ad eccezione di uno, sono
risultati caratterizzati da un profilo di multiresistenza. I batteri ESBL rappresenta-
no una grave minaccia per la salute pubblica a livello globale e come ¢ noto sono
responsabili di gravi malattie infettive nell’'uomo e negli animali, spesso a carattere
setticemico (Ewers et al. 2012)using multilocus sequence typing (MLST, pertanto la
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loro presenza nella fauna selvatica e nell’ambiente ¢ fonte di crescente preoccupa-
zione (Guenther et al. 2017)although recent studies have also shown chromosomal
integration, e.g. in clinical E. coli isolates of ST38. As ESBL-producing E. coli are
also found in nonclinical settings, we were interested in determining whether chro-
mosomally integrated ESBL genes occur in ST38 isolates from non-clinical habitats,
e.g. wildlife. Methods: Four ESBL-producing E. coli isolates of ST38 originating
from Mongolian birds of prey sampled in 2015 were subjected to a detailed analysis
in terms of phenotypic resistance, plasmid profiling and WGS, followed by the de-
termination of genotypic resistance factors including the chromosomal integration
of ESBL and carbapenemase genes. Results: Results based on phenotypic and ge-
notypic plasmid proﬁling, contiguous sequence (contig. Salmonella spp. non ¢ stata
isolata nei volatili testati in questo studio, a differenza di altri lavori che documen-
tano la presenza di tale microrganismo in gazze, cornacchie, e gabbiani (Palmgren et
al. 2006; Rubini et al. 2016)1998-2000, 1047 faecal swabs from Black-headed gulls
were sampled at one location in Southern Sweden. Salmonella spp. was found in 28
individuals (2-7%. Va comunque riportato che la prevalenza di Salmonella spp. nei
rapaci, i quali sono stati gli uccelli maggiormente monitorati, ¢ generalmente minore
di quanto si verifica in altri tipi volatili, quali gazze, cornacchie, gabbiani (Millan et
al. 2004; Vogler et al. 2021)and 7.2% (9/123.

CONCLUSIONI

I risultati ottenuti hanno messo in evidenza nei selvatici la presenza di isolati di £.
coli resistenti ad ampicillina e amoxicillina associata ad acido clavulanico, ricondu-
cibile a una verosimile contaminazione ambientale ma anche all’alimentazione che
per alcune specie ¢ rappresentata da carcasse (conigli, lepri, tassi, ratti, roditori) pos-
sibili carrier di geni di resistenza. E’ da sottolineare il riscontro di resistenza a beta
lattamici in tutti gli isolati di £. coli multiresistenti ed inoltre la presenza di alcuni
ceppi resistenti a cefalosporine di III generazione, dovuta prevalentemente a fonti
di contaminazione ambientale di origine umana. Questi risultati, confermando la bi-
bliografia consultata, sottolineano la necessita di incrementare studi di monitoraggio
al fine di meglio definire il ruolo degli animali selvatici nel circuito dell’antibiotico
resistenza e di meglio determinare il potenziale rischio che rivestono per 'uomo
come fonte di batteri/geni di resistenza.
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CAMPYLOBACTER JEJUNI E CAMPYLOBACTER COLI IN VOLATILI
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Summary

Some consequent events to human activities such as the reduction of natural habi-
tats and the climate changes cause difficulties for wildlife leading wild animals to
be recovered to wildlife rescue centres. Considering that wildlife may be carrier
for microorganisms that may cause disease in humans, in wildlife management
it is important to monitor the potential pathogens for humans other than focus on
therapeutic treatments to reintroduce the animals into the wild. The aim of this
study was to investigate the presence of C. jejuni and C. coli, which are respon-
sible for enteric syndromes and sometimes extraintestinal diseases in human, in
wild birds housed in a wildlife rescue centre. One hundred and thirty-one birds
belonging to 17 different species were tested. The sensitivity to the antibiotics
was also investigated in the detected strains. Campylobacter was found in 41
birds (31,29 %). A higher prevalence of the infection was found in younger in
respect to older birds of some species. In addition, the infection rate was higher in
birds housed in indoor (60 %) than in outdoor aviaries (45,16 %). Antibiotic re-
sistance was particularly detected against quinolones and trimethoprim/sulfame-
thoxazole. Multidrug resistance was also found. The results of this study highlight
the relevance of increasing the biosecurity to reduce the potential risks for staff
involved in wildlife rescue centers.

INTRODUZIONE

Le attivita antropiche inducono sugli ecosistemi effetti spesso negativi, come
inquinamento e innalzamento delle temperature a livello globale (Harley, 2011;
Supple e Shapiro, 2018). Inoltre, 1’attivita venatoria, soprattutto se non praticata
correttamente, mette sotto pressione le popolazioni di animali selvatici in natura.
L’eccessivo sfruttamento dei terreni agricoli, spesso adibiti a monocolture, ha por-
tato all’alterazione degli habitat naturali. L’uso dei pesticidi in agricoltura porta ad
una riduzione della disponibilita trofica per le specie insettivore oltre che a possi-
bili eventi tossici (Sell et al., 2022). Tutti questi fattori comportano 1’affluenza di
numerosi esemplari selvatici ritrovati in condizioni di difficolta presso centri di re-
cupero per la fauna selvatica. In tali centri ¢ importante curare gli animali pervenuti
ma anche monitorare agenti potenzialmente patogeni per 1’uomo, al fine di tutelare
il personale impegnato nelle pratiche riabilitative degli animali. Tra i potenziali
patogeni che possono essere veicolati dagli animali vi sono Campylobacter (C.)
jejuni e C. coli che, nell’uomo, sono responsabili di sindromi gastroenteriche con
dolore addominale, diarrea, nausea ¢ febbre (Skirrow e Blaser, 2000; Moore et al.,
2006) ma anche forme extra-intestinali come batteriemia, meningite, pancreatite,
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colecistite, nefrite, miocardite, epatite (Blaser e Engberg, 2014). Inoltre, la sindro-
me di Guillan-Barré¢, grave patologia neurologica (Yuki, 2012) e una sua variante,
la sindrome di Fisher Miller (Heikema et., 2013), la sindrome di Reiter, una spon-
diloartropatia (Blaser e Engberg, 2014) sono tutte forme autoimmuni associate a
C. jejuni. Sebbene il pollame sia uno dei serbatoi piu importanti di Campylobacter
e la campylobacteriosi nell’'uomo sia legata prevalentemente al consumo di carne
di pollame contaminata (Sahin et al., 2015), gli animali da compagnia (Dipineto et
al., 2017) e 1 selvatici possono esserne portatori (Jurado-Tarifa et al., 2016; Molina
-Lopez et al., 2011). Tra le specie selvatiche, Campylobacter ¢ stato identificato
in mammiferi selvatici, come roditori, cervidi, cinghiali e procioni, ma anche in
volatili sia allo stato libero che ospitati presso centri di recupero. Gli obiettivi di
questo lavoro sono stati: (i) indagare sulla presenza di C. jejuni e C. coli tra i vola-
tili selvatici ospitati presso 1’Osservatorio Faunistico Regionale della Puglia, e (ii)
valutare la sensibilita agli antibiotici dei ceppi isolati.

MATERIALI E METODI

Esemplari esaminati e modalita di campionamento

Sono stati analizzati 131 volatili appartenenti a 17 differenti specie (tabella 1),
ospitati presso 1’Osservatorio Faunistico Regionale (OFR) della Puglia, sito in
Bitetto, BA, Italia (per Campylobacter). Tutti gli esemplari erano stati preceden-
temente ricoverati presso il centro prevalentemente perché ritrovati in stato di de-
bilitazione o per lesioni traumatiche, oppure erano stati conferiti come nidiacei
o sub-adulti non autosufficienti per poter sopravvivere autonomamente allo stato
libero. Gli esemplari erano collocati in voliere esterne o interne.

236



Tabella 1. Specie ed esemplari di volatili selvatici analizzati nello studio

Specie N° esemplari Eta e collocazione delle voliere
Immaturi: 1 Adulti: 0
Falco lodolaio (Fal. bbut 1
alco lodolaio (Falco subbuteo) Est*: 1 Int**: 0  Est: 0 Int: 0
Sparviero (Accipiter nisus) ! Immaturi: 0 Adulti: 1
arvier 7 N
parviero (Aceipter misus Est: 0 Int: 0 Est: 1 Int: 0
Gheppio (Falco ti Jus) 23 Immaturi: 7 Adulti: 16
eppio (Falco tinnunculus
PP Est7  Int:0 Est16 Int0
p— Immaturi: 0 Adulti: 3
Fal llegrino (Fal ] 3
é alco pellegrino (Falco peregrinus) Bst- 0 -0 Bt 3 0t 0
a Immaturi: 0 Adulti: 3
E Nibbio reale (Milvus milvus) 3 manir u
% Est: 0 Int: 0 Est:3  Int: 0
- ; ;
I turi: 0 Adulti: 17
é Poiana (Buteo buteo) 17 mmatn —
Est: 0 Int: 0 Est: 17  Int: 0
Immaturi: 0 Adulti: 1
Falco di palude (Ci ] 1
alco di palude (Circus aeruginosus) Bet 0 -0 Bet 0 r—
Immaturi: 0 Adulti: 3
Bi Circet 1li 3
iancone (Circetus gallicus) Est: 0 Int: 0 Est: 3 Int: 3
I turi:0 Adulti: 1
Albanella pallida (Circus macrourus) 1 mmanm w
Est: 0 Int: 0 Est: 1 Int: 0
. Immaturi: 0 Adulti: 17
= | Civetta (Athene noctua) 17
Z Est: 0 Int:0  Est:17 Int:0
2 Immaturi: 25 Adulti: 6
E Gufo (A4sio otus) 31 mmatt u
=) Est: 21 Int: 4 Est: 6 Int: 0
4 ; -
Immaturi: 0 Adulti: 7
O | Barbagianni (Tyto alb 7
E arbagianni (7yto alba) Est: 0 Int:0 Est: 7 Int: 0
é Assiolo (O ) 5 Immaturi: 0 Adulti: 5
ssiolo (Otus scops
P Est: 0 Int: 0 Est: 3 Int: 2
Vi turi: 1 Adulti: 9
E Gazza (Pica pica) 10 e —
& Est: 0 Int: 1 Est: 4 Int: 5
> I turi: 1 Adulti: 4
Z | Ghiandaia (Garrulus glandarius) 5 e —
Z Est: 1 Int:0 Est: 4 Int: 0
© Immaturi: 0 Adulti: 1
B | Taccola (Coloeus monedula) 1 matnt ua
o Est: 0 Int: 0 Est:1  Int: 0
= X X
A I turi: 0 Adulti: 2
@ | Cornacchia (Corvus cornix Linnaeus) 2 e =
Est: 0 Int: 0 Est: 2 Int: 0

*Est= voliera esterna;

**Int: voliera interna al ricovero

Per ciascun volatile ¢ stato effettuato un tampone cloacale. La raccolta dei campioni
¢ stata eseguita secondo le linee guida del Comitato Etico per la Sperimentazione
Animale del Dipartimento di Medicina Veterinaria (DiMeV) dell’Universita degli
Studi di Bari.
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Isolamento e identificazione di Campylobacter

I campioni sono stati posti in brodo di arricchimento selettivo per Campylo-
bacter (OXOID), arricchito con il 5% di sangue di pecora, Campylobacter Se-
lective Supplement (SRO085E) (OXOID) e Campylobacter Growth Supplement
(SR0232) (OXOID), e incubati a 42° C in microaerofilia per 24 ore. Successiva-
mente sono stati ripassati su Campylobacter agar base (CM0689, OXOID), ar-
ricchito con sangue di pecora (5%), con 1’aggiunta di selettivo (Campylobacter
Selective Supplement-SR0098E, OXOID) e Campylobacter Growth Supple-
ment-(SR0232-0OXOID), e incubati nelle stesse condizioni per 48-72 ore. Le colo-
nie morfologicamente compatibili con Campylobacter spp. sono state trasferite su
agar sangue. Tre colonie per campione sono state individualmente identificate me-
diante estrazione del DNA con trattamento termico a 95° C per 10 minuti in termo-
ciclatore (Mastercycler EP-Gradient, Eppendorf) e multiplex-PCR (con primers
di genere Campylobacter e specie C. jejuni e C. coli), secondo Denis et al. (1999)
con lievi modifiche nel protocollo termico. I ceppi identificati sono stati conservati
a -80° C in brodo BHI (Brain Hearth Infusion) e glicerolo, per le successive prove
di sensibilita in vitro agli antibiotici.

Test di sensibilita agli antibiotici

Ad esclusione di un singolo ceppo riscontrato in un gufo, tutti i ceppi di Campylo-
bacter identificati sono stati sottoposti a test di sensibilita nei confronti di: azi-
tromicina 15 pg; cloramfenicolo 30 ng; ciprofloxacina 5 pg; enrofloxacina 5 pg;
eritromicina 15 pg; gentamicina 10 pg; nalidixico acido 30 pg; tetraciclina 30 pg;
e trimetoprim-sulfametossazolo 25 pg. [ test di sensibilita agli antibiotici sono stati
eseguiti su agar Muller-Hinton arricchito con il 5% di sangue secondo il metodo
standard di diffusione su disco di Kirby — Bauer (EUCAST, 2022).

RISULTATI

Riscontro di C. jejuni e C. coli

Campylobacter ¢ stato identificato in 41 su 131 uccelli selvatici (31,29%). La spe-
cie piu presente tra gli animali ¢ stata C. jejuni, identificato in 38 (29 %) mentre C.
coli ¢ stato isolato solo nei gufi, in 3 esemplari (2,29 %).

Campylobacter ¢ stato trovato particolarmente tra le specie onnivore (72,22%).
Tra i rapaci, il tasso di infezione da Campylobacter era rispettivamente del 11,32 e
del 36,67 % negli esemplari diurni e notturni. Il gheppio, con 6 individui positivi
su 23 analizzati, ¢ risultata ’unica specie interessata dall’infezione nel gruppo
dei rapaci diurni. Tra le specie notturne, il gufo comune ¢ stato il rapace piu fre-
quentemente interessato, con 14 esemplari positivi su 31 testati (45,16%). Cam-
pylobacter ¢ stato identificato in 6 civette su 17 (35,29%) e in 2 assioli su 5 (40%)
mentre 1 barbagianni sono risultati tutti negativi.
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Tabella 2. Prevalenza di Campylobacter nelle diverse specie di volatili selvatici
presso ’OFR

Specie N° positiv{/ T.‘a:vs.o ‘di
N° testati positivita (%)
Falco lodolaio (Falco subbuteo) 0/1 0
Sparviero (Accipiter nisus) 0/1 0
Gheppio (Falco tinnunculus) 6/23 26.09
Falco pellegrino (Falco peregrinus) 0/3 0
Rapaci diurni Nibbio reale (Milvus milvus) 0/3 0
Poiana comune (Buteo buteo) 0/17 0
Falco di palude (Circus aeruginosus) 0/1 0
Biancone (Circetus gallicus) 0/3 0
Albanella pallida (Circus macrourus) 0/1 0
Sub-totale 6/53 11.32
Civetta (Athene noctua) 6/17 35.29
Gufo comune (4sio otus) 14/31 45.16
Rapaci notturni  Barbagianni (Tyto alba) 0/7 0
Assiolo comune (Otus scops) 2/5 40
Sub-totale 22/60 36.67
Gazza eurasiatica (Pica pica) 6/10 60
Ghiandaia (Garrulus glandarius) 5/5 100
Specie onnivore  Taccola (Coloeus monedula) 1/1 100
Cornacchia grigia (Corvus cornix Linnaeus) 12 50
Sub-totale 13/18 72.22
TOTALE 41/131 31,29

Per le specie in cui ¢ stato possibile effettuare un confronto, Campylobacter ¢ stato
rilevato prevalentemente negli animali collocati nelle voliere interne (60,00%) ri-
spetto a quelli all’aperto (45,16%) (Tabella 2).

Tabella 3. Riscontro di Campylobacter in base alla collocazione dei volatili

VOLIERE INTERNE | VOLIERE ESTERNE |
Specie N° pos/N° testati % N° pos/N° testati %
Gufo (Asio otus) 3/4 75 11/27 40,74
Gazza (Pica pica) 3/6 50% 3/4 75
TOTAL 6/10 60 14/31 45,16
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In base all’eta, per le specie in cui ¢ stato possibile fare questo confronto, il tasso di
infezione tra i gufi era simile sia nei giovani (44%) che negli adulti (50%), mentre
risultava piu alto negli esemplari di gheppio immaturi (42,86%) rispetto agli adulti
(18,75%) (Tabella 3).

Tabella 4. Riscontro di Campylobacter in base all’eta dei volatili

IMMATURI ADULTI
Specie N° pos/N° testati % N° pos/N° testati %
Gufi 11/25 44 3/6 50
Gheppi 3/7 42.86 3/16 18.75
Totale 14/32 43,75 6/22 27,27

Resistenza antimicrobica di C. jejuni e C. coli

Tra i ceppi di C. jejuni, 21 (56,8%), 14 (37,8%) e 9 (24,3%) erano resistenti rispet-
tivamente a trimetoprim/sulfametossazolo, ciprofloxacina ed enrofloxacina (Tabella
4). Quattro ceppi (10,8%) erano resistenti all acido nalidixico e 5 (13,5%) alla tetra-
ciclina. Inoltre, uno e 2 ceppi di C. jejuni erano resistenti rispettivamente all’eritromi-
cina e all’azitromicina. Analoghe resistenze nei confronti degli stessi antibiotici sono
state individuate nei ceppi di C. coli, ad eccezione dell’eritromicina. Nessun ceppo
di Campylobacter testato ¢ risultato resistente al cloramfenicolo e alla gentamicina.

Tabella 5. Resistenza agli antibiotici di C. jejuni (37) e C. coli (3)

Ne stipiti resistenti/N° analizzati (%)

Molecole C. jejuni C. coli Totale
Azytromicina 2/37 (5,4) 1/3 (33.3) 3/40 (7,5)
Macrolidi Erytromycina 1737 (2,7) 0/3 (0) 1/40 (2,5)
Chloramfenicolo 0/37 (0) 0/3 (0) 0/40 (0)
Ciprofloxacina 14/37 (37,8) 2/3 (66.7) 16/40 (40)
Chinoloni Enrofloxacina 9/37 (24,3) 1/3 (33.3) 10/40 (25)
Acido nalidixico 4/37 (10,8) 2/3 (66.7) 6/40 (15)
Tetracicline Tetraciclina 5/37 (13.5) 3/3 (100) 8/40 (20)
Aminoglicosidi  Gentamicina 0/37 (0) 0/3 (0) 0/40 (0)
Sulfonamidi Trimethoprim/Sulfametossazolo ~ 21/37 (56.8) 2/3 (66.7) 23/40 (57.5)

240



Nella tabella 6 sono riportati i risultati relativi al riscontro di multi-resistenze nei
confronti di pit molecole evidenziate nei ceppi di Campylobacter analizzati.

Tabella 6. Multi-resistenze riscontrate in C. jejuni e C. coli

N° molecole Associazione molecole C. jejuni (37)  C.coli(3) Totale (40)
Cipro/Enro 0/37 (0) 0/3 (0) 0/40 (0)
5 Cipro/Sulfa 3/37 (8.1) 0/3 (0) 3/40 (7.5)
Ac.Nalid/Sulfa 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)
Tetra/Sulfa 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)
Cipro/Enro/Ac.Nal 0/37 (0) 0/3 (0) 0/40 (0)
3 Cipro/Enro/Sulfa 6/37 (16.21) 0/3 (0) 6/40 (15)
Cipro/Ac.Nal/Sulfa 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)
Azitro/Eritro/Tetra 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)
Cipro/Ac.Nal/Tetra/Sulfa 1/37 (2.7) 1/3 (33,33) 2/40 (5)
4 Cipro/Enro/Ac.Nal/Sulfa 0/37 (0) 0/3 (0) 0/40 (0)
Azitro/Cipro/Enro/Sulfa 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)
Cipro/Enro/Ac.Nal/Tetra/Sulfa 1/37 (2.7) 0/3 (0) 1/40 (2.5)

Azitro/Cipro/Enro/Ac.Nal/Tetra/Sulfa 0/37 (0) 1/3(33,33) 1/40 (2.5)

DISCUSSIONE

Campylobacter ¢ stato riscontrato nel 31,29% dei volatili selvatici analizzati nel
centro faunistico, con la prevalenza di C. jejuni che rappresenta la specie princi-
palmente associata alla campylobacteriosi nell’uomo (Janssen et al., 2008). Questo
risultato ¢ rilevante se si considera che i volatili infetti erano portatori asintomatici
che possono potenzialmente trasferire piu facilmente 1’agente patogeno al personale
coinvolto nella gestione degli animali. La prevalenza di C. jejuni rispetto a C. coli
e altre specie di Campylobacter ¢ stata riportata in altri studi condotti in centri di
recupero (Dipineto et al., 2014; Gargiulo et al., 2018; Molina-Lopez et al., 2011) e
in uccelli selvatici allo stato libero (Hald et al., 2016). Nel nostro studio non sono
state rilevate altre specie di Campylobacter nei volatili testati, avendo adottato una
multiplex-PCR in grado di individuare specie diverse da C. jejuni e C. coli attraverso
i primers di genere. Allo stesso modo, nessun’altra specie ¢ stata rilevata in centri di
recupero italiani (Dipineto et al., 2014; Gargiulo et al., 2018), mentre in Spagna C.
lari ¢ stato identificato in un gufo comune (Molina-Lopez et al., 2011).

Nel nostro studio ¢ stata osservata una diversa distribuzione dell’incidenza dell’in-
fezione che ¢ risultata particolarmente elevata nelle specie onnivore (72,22%). Tra i
rapaci, ¢ stata invece pari all’11,32% nei diurni e 36,67% nei notturni. Studi analoghi
condotti su rapaci ospitati in centri di recupero hanno evidenziato positivita pari a
36,9% (Dipineto et al., 2014) e 39,1% Gargiulo et al., 2018) nelle specie diurne, ¢
13,9% (Dipineto et al., 2014) e 18,6% (Gargiulo et al., 2018) in quelle notturne. I1
tasso di infezione ¢ risultato inferiore e pressoché sovrapponibile tra i rapaci diurni
(7,22%) e notturni (7,89%) ospitati in un centro faunistico in Spagna (Molina-Lopez
et al., 2011). Sebbene possa essere correlata a una diversa situazione epidemiologi-
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ca, questa minore prevalenza potrebbe essere dovuta anche al diverso metodo di
laboratorio utilizzato per ricercare il germe. Infatti, nella ricerca spagnola, i cam-
pioni sono stati seminati direttamente su terreni solidi selettivi senza 1’utilizzo
di un arricchimento in brodo che ¢ invece previsto nelle procedure di screening
per I’isolamento di Campylobacter da campioni biologici. Uno dei fattori che
potrebbe aver influenzato le diverse prevalenze di Campylobacter nei gruppi
di volatili considerati in questo studio puo essere rappresentato dalle abitudini
alimentari, anche se nei centri faunistici, pur rispettando le esigenze nutrizionali
di ciascuna specie, I’alimentazione degli animali appartenenti a specie diverse
¢ piu uniforme rispetto a quanto avviene in ambiente naturale. | rapaci notturni
hanno una dieta prevalentemente composta da arvicole, topi, ratti e talpe; gufi e
civette tendono a predare anche uccelli, piccoli rettili, pipistrelli, e, soprattutto
le civette, falene e insetti; i barbagianni hanno una dieta piu strettamente legata
ai roditori, che possono veicolare Campylobacter soprattutto se vivono in aree
urbane e si nutrono di rifiuti (Meerburg e Kijlstra, 2007). Tuttavia, la negativi-
ta riscontrata in questa specie potrebbe essere legata agli individui testati che,
essendo esemplari irrecuperabili, vivono da anni nel centro faunistico ¢ sono
alimentati da lungo tempo prevalentemente con cibo decongelato. Per la positi-
vita riscontrata negli assioli, la cui dieta naturale ¢ prevalentemente composta da
insetti, non si possono escludere possibili contatti anche indiretti con individui
positivi appartenenti ad altre specie presenti nel centro.

Per quanto riguarda ’eta degli animali, nei gheppi Campylobacter ¢ stato ri-
scontrato prevalentemente nei giovani. Gli adulti hanno solitamente nella loro
vita piu possibilita di entrare in contatto con il germe attraverso diverse poten-
ziali fonti di contaminazione. Il piu alto tasso di positivita rilevato nei giovani
gheppi potrebbe essere probabilmente legato a contaminazioni crociate dovute
ai frequenti contatti reciproci nella nursery interna alla struttura. Analogamente,
il tasso di infezione piu elevato nei soggetti collocati nei ricoveri interni, rispetto
agli individui gestiti all’aperto che sono piu esposti a roditori o uccelli che vivo-
no allo stato libero, puo essere dovuto all’ambiente piu confinato che favorisce
contatti diretti e indiretti piu frequenti tra gli animali.

Per quanto attiene alla resistenza antimicrobica dei ceppi di Campylobacter iso-
lati, sono state evidenziate percentuali di resistenza non trascurabili nei confronti
dei chinoloni e di trimetoprim/sulfametossazolo. I chinoloni sono gli antibiotici
piu frequentemente utilizzati in medicina veterinaria e, per la campylobacteriosi,
in medicina umana sono considerati un valido trattamento alternativo ai macro-
lidi (Garcia-Fernandez et al., 2018). Trimetoprim/sulfametossazolo ¢ 1’associa-
zione farmacologica piu frequentemente utilizzata in caso di sindromi enteriche
nell’uomo. La resistenza all’azitromicina, molecola utilizzata piuttosto di re-
cente in medicina umana, ¢ stata evidenziata sia in C. jejuni che C. coli. Inoltre,
una percentuale non trascurabile di ceppi risultava resistente a 3 o piu molecole
antibiotiche.

CONCLUSIONI

La presenza di C. jejuni e C. coli nei volatili selvatici del centro faunistico evidenzia
I’importanza di incrementare le misure di biosicurezza, soprattutto se si considera
che I’infezione non viene sospettata in quanto decorre di solito in forma asintomatica
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negli animali e che i ceppi analizzati presentano alcune resistenze ai farmaci. Le resi-
stenze antimicrobiche, considerata la possibilita che possano trasferirsi da una specie
batterica all’altra, possono portare inoltre a possibili difficolta in caso di terapie in
soggetti malati o feriti, ricoverati nei centri di recupero.
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Summary

Avian malaria is an ubiquitous disease affecting avian species worldwide, caused by
parasites belonging to the genus Plasmodium (Apicomplexa: Haemosporida), and
transmitted by Culicidae mosquitoes. Within the Plasmodium genus, Plasmodium
relictum is one of the most diffused species.

The disease is characterized by great variability in the effects on the infected birds.
Despite the increasing detection of Plasmodium spp. infection in birds, and the po-
tentially deleterious effects it may generate in hosts, little knowledge about treat-
ments is available to date.

In human medicine atovaquone/proguanil hydrochloride is one of the most used
drugs for the treatment of malaria.

Therefore, the present study is aimed to report the efficacy of treatment with atova-
quone/proguanil hydrochloride (AV/PG) administered to three captive-bred snowy
owls (Bubo scandiacus) housed in a wildlife rescue center in Apulia, Italy, affected
by avian malaria.

The AV/PG combination at a dosage of 10.5/4.2 mg/kg was orally administered once
a day for three days. After a break of one week, another 3 days treatment course
was administered. Blood was collected from the birds at 7, 30, and 60 days after the
last AV/PG administration to assess the effectiveness of the treatment and disclose
potential relapse.

The hematological parameters were measured before treatments and concurrently
with the monitoring period.

No positivity to the parasite was detected until 60 days after the end of the treatment,
and no deleterious effect was seen during the observation period.

The presented results suggest that the combination of AV/PG can be used effectively
to treat avian malaria by P, relictum. Additionally, they provide a dosage that can be
safely administered to such valuable birds.

INTRODUZIONE
La malaria aviare ¢ una delle malattie emergenti nell’ambito dell’avifauna selvatica,
che potrebbe avere un impatto negativo sul benessere delle popolazioni di uccelli
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selvatici detenuti in cattivita.

La malattia ¢ sostenuta da parassiti appartenenti al genere Plasmodium (Apicom-
plexa: Haemosporida), ed ¢ trasmessa da vettori. Sebbene diverse specie di zanzare
appartenenti alla famiglia Culicidae siano ritenute vettori del parassita, Culex pi-
piens sembrerebbe essere la specie maggiormente coinvolta nella trasmissione dei
plasmodi aviari e nel loro ciclo biologico [1-2]. Anche alla luce dei cambiamenti
climatici, che favoriscono la diffusione e la persistenza dei vettori, la malattia ha dif-
fusione pressoch¢ ubiquitaria, ad eccezione per le regioni artiche ed antartiche [3-4].
Ad oggi, si ritiene che siano almeno 55 le specie di plasmodi in grado di indurre la
malaria aviare negli uccelli [4]. Tra queste, Plasmodium relictum ¢ la piu diffusa [5].
Infatti, sono circa 220 le specie di uccelli che possono essere infettate da uno dei 5
principali genotipi di questo parassita, ovvero SGS1, GRW11, GRW4, LZFUSO01 e
PHCOLOL1 [4].

Gli uccelli infetti possono manifestare un quadro clinico ampio e variegato, che puo
variare in funzione della specie colpita e di una serie di fattori, alcuni dei quali tut-
tora sconosciuti [6-7].

Quale sia I’impatto reale della malaria aviare negli uccelli selvatici liberi in natura
non ¢ ben noto. Sono scarsi, infatti, i lavori scientifici di tipo epidemiologico sull’ar-
gomento. Ben diversa sembra la situazione nei centri di recupero o negli zoo, dove ¢
noto che la circolazione del parassita puo influire pesantemente sulla salute degli ani-
mali con grave impatto sulla qualita della vita [8]. La crescente diffusione della malaria
aviare e la conseguente attenzione nei suoi confronti [9], ad oggi non hanno determina-
to la messa a punto di un protocollo terapeutico ben definito di cui sia stata dimostrata
I’efficacia a lungo termine. Le informazioni disponibili in letteratura riportano, infatti,
una varieta di trattamenti che spesso, pero, si sono dimostrati poco efficaci o, in alcuni
casi, tossici in alcune specie di uccelli detenuti in cattivita [10-11].

In medicina umana, 1’associazione farmacologica di atovaquone (AV) e proguani-
le cloridrato (PG) é tra le piu utilizzate nel trattamento della malaria. Entrambe le
sostanze sono attive sullo stadio intraeritrocitario del parassita. Nello specifico, I’a-
tovaquone esplica un’azione schizonticida e gametocitocida inibendo il trasporto di
elettroni all’interno delle cellule mitocondriali dell’organismo parassita. Il proguani-
le cloridrato, invece, esplica sia un’azione schizonticida nell’ospite, che di inibitore
dello sviluppo delle oocisti all’interno del vettore, andando ad inibire la produzione
dei folati necessaria per la sintesi del DNA parassitario. Quest’ultima molecola ha
effetto sinergico sull’azione dell’atovaquone, incrementando cosi 1’efficacia del far-
maco [12].

Alla luce di tali osservazioni, con il presente studio si ¢ inteso valutare 1’efficacia
dell’associazione atovaquone/proguanile cloridrato per il trattamento di tre esempla-
ri di civette delle nevi (Bubo scandiacus) affette da malaria aviare, ospitate presso
1I’Osservatorio Faunistico Regionale della Puglia.

MATERIALI E METODI

Descrizione del caso

Tre civette delle nevi (Bubo scandiacus), detenute presso 1’Osservatorio Faunistico
Regionale della Puglia, hanno manifestato sintomatologia clinica aspecifica con ano-
ressia o disoressia, perdita di peso e sanguinamento prolungato a seguito di lesioni
accidentali.
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I tre soggetti, due maschi e una femmina, avevano un’eta compresa tra 5 e 10 anni e
peso di circa 1,5 Kg ciascuno. Il loro regime alimentare era costituito da prede vive e
alimento decongelato rappresentato da colli di pollo, topi e pulcini. Gli animali erano
ospitati in voliere all’aperto, costituite da un fondo in muratura e una rete a maglia
media sui restanti tre lati della struttura, adiacenti ad altre voliere che ospitavano dif-
ferenti specie di avifauna. Nonostante la presenza delle reti, la possibilita di contatto
degli uccelli con 1 vettori non era impedita.

A seguito dell’insorgenza dei segni clinici sopra indicati, lo staff veterinario decide-
va di sottoporre i tre esemplari ad indagini ematologiche e screening per le principali
malattie infettive ascrivibili alla sintomatologia manifestata.

Indagini batteriologiche e molecolari

Tutti e tre gli esemplari sono stati sottoposti a indagini per escludere alcune malattie
infettive batteriche compatibili con la sintomatologia osservata. Sono stati raccolti,
pertanto, campioni di feci per la valutazione della presenza di parassiti intestinali
mediante flottazione fecale, oltre che tamponi cloacali e tracheali da sottoporre a
esami batteriologici ad ampio spettro [13-14].

Indagini ematologiche

I tre soggetti sono stati sottoposti a prelievo di sangue per la valutazione dei parametri
emocromocitometrici e biochimici completi. Lo screening ¢ stato eseguito a TO (mo-
mento della diagnosi) e a T7, T30 e T60 (rispettivamente una settimana, 30 giorni e 60
giorni dopo la fine della somministrazione del farmaco).

1l sangue, nella quantita di 1,5 ml totali, € stato prelevato dalla vena ulnare di ciascun
soggetto utilizzando una siringa sterile da 2,5 ml. Del sangue raccolto, 1 ml ¢ stato stoc-
cato in provette per siero con gel separatore (Vacumed® Gel Separator + Cloth Activa-
tor), mentre 500 mL sono stati stoccati in provette contenenti litio eparina (Microvette®
500, Litio Eparina, Sarstedt). Il sangue ¢ stato conservato a temperatura di refrigerazio-
ne fino alla consegna presso un laboratorio esterno, entro 12 ore dal prelievo.

Ricerca e identificazione dell emoparassita

Per la diagnosi di malaria aviare, ¢ stata effettuata la purificazione del DNA genomi-
co totale a partire da 30 uL di sangue intero in litio eparina, mediante I’utilizzo del
kit ZymoBIOMICS® DNA Miniprep (Zymo Research Corporation, USA), secondo
le istruzioni fornite dal produttore. La ricerca degli emoprotozoi ¢ stata effettuata
mediante nested-PCR, come precedentemente descritto [15-16]. L’indagine moleco-
lare per la ricerca di emoparassiti dal sangue ¢ stata eseguita in tutte le fasi del cam-
pionamento, ovvero a TO, T7, T30 e T60 al fine di verificare I’eventuale persistenza
dell’infezione.

Per I’identificazione del parassita, I’amplicone ottenuto ¢ stato purificato mediante
I’utilizzo del PureLink ™ Quick Gel Extraction & PCR Purification Combo Kit
(Thermo Fisher Scientific, Milano, Italia) e successivamente sequenziato, mediante
metodica Sanger, presso le strutture del Microsynth SeqLab (Gottingen, Germania).
Per il sequenziamento sono stati utilizzati i primer HAEMF (5’-ATGGTGCTTTC-
GATGATCATG-3") e HAEMR?2 (5’-GCATTATCTGGATGTATAATGGT-3") [16].
L’analisi dei nucleotidi relativi alle sequenze ottenute ¢ stata condotta con 1’ausilio
del CLC Sequence Viewer (CLC Bio, Aarthus, Danimarca).

247



Le sequenze sono state assemblate con I’ausilio del programma online Cap3 Sequen-
ce Assembly Program [17] e la sequenza nucleotidica ottenuta ¢ stata confrontata
mediante il software Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) con quelle dispo-
nibili in GenBank.

Quantificazione molecolare di Plasmodium relictum

Sui campioni risultati positivi ¢ stata messa a punto una qPCR per la quantificazione
del parassita nel sangue, disegnando i primers CytbqF (5’-CCTTTAGGGTATGA-
TACAG-3’) e CytbqR (5’TTCTGGAACAATATGTAAAGG-3’), e la sonda CytbqP
(5’FAM-AAATACCCTTCTATCCAAATCT-3").

Il risultato finale della qPCR ¢ stato espresso in numero di plasmodi per mL di san-
gue, sulla base del volume di DNA eluito (75 mL) e del volume di DNA utilizzato
(2 mL), e normalizzato secondo le informazioni reperibili in letteratura [18], & stata
effettuata al momento della diagnosi e successivamente a 7, 30 e 60 giorni dal termi-
ne della terapia farmacologica.

Somministrazione di atovaquone/proguanile cloridrato: dosaggio e protocollo tera-
peutico

Al soggetti positivi ¢ stata somministrata la combinazione AV/PG 10,5 e 4,2 mg/kg,
rispettivamente, in singola somministrazione giornaliera per via orale. Il dosaggio ¢
stato definito adattando i dati disponibili in letteratura [19-20], applicando il criterio
del miglior rapporto benefici/rischi, cercando quindi di utilizzare la minima dose
efficace.

11 piano terapeutico prevedeva due cicli di somministrazione del farmaco della dura-
ta di tre giorni, con un intervallo terapeutico di 7 giorni tra un ciclo e I’altro.

Approvazione del comitato etico

11 progetto di ricerca ¢ stato sottoposto e valutato dal comitato etico del Dipartimen-
to di Medicina Veterinaria che ha espresso parere favorevole (n. 12/2022) alla sua
esecuzione.

RISULTATI

Esiti diagnostici ed indagini ematologiche

Tutti e tre 1 soggetti sono risultati negativi sia per parassiti intestinali che per Esche-
richia coli e Pasteurella multocida.

Di contro, tutti e tre 1 soggetti sono risultati positivi, in nested-PCR, per la ricerca di
emoparassiti. Il successivo sequenziamento ha consentito 1’identificazione di Pla-
smodium relictum, agente causale della malaria aviare.

Dalle indagini emocromocitometriche e biomolecolari, nessuna fluttuazione di rilie-
vo dei parametri ematici ¢ stata evidenziata in tutti e tre i soggetti, sia al momento
della diagnosi (T0) che a 7, 30 e 60 giorni dal termine della terapia (T7-T30-T60).
Dopo il trattamento, si ¢ avuta la scomparsa dei segni clinici senza alcuna recidiva
per tutta la durata del monitoraggio.

Quantificazione molecolare di Plasmodium relictum

La curva standard della qPCR ha restituito un’efficienza del 94,5% ed un R? pari a
0,999 supportando, cosi, 1’attendibilita dei risultati ottenuti.
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La quantificazione del parassita nel sangue ha consentito di evidenziare, al mo-
mento della diagnosi, una carica compresa tra 2,99x10? e 4,36x10° plasmodi/mL
di sangue (Tab. 1).

Nelle fasi di monitoraggio, gia a 7 giorni dal termine della terapia, uno dei tre sogget-
ti € risultato negativo, mentre i restanti due hanno mostrato un brusco abbattimento
della carica parassitaria. A 30 giorni e a 60 giorni dal termine della terapia, invece,
tutti e tre 1 soggetti sono risultati negativi (Tab 1).

Tabella 1. Carica di plasmodio rilevata mediante gPCR nel sangue delle civette al
momento della diagnosi e durante il monitoraggio.

Soggetto T0 T7 T30 T60

(N° cell/mL sangue) (N° cell/mL sangue) (N° cell/mL sangue) (N° cell/mL sangue)

Civetta F 2,99x10? 1,14x10"! ND ND

Civetta M1  4,36x10° ND ND ND

Civetta M2  7,46x10? 1,62x10! ND ND
DISCUSSIONE

Le indagini diagnostiche effettuate sui tre esemplari di Civetta delle nevi hanno
evidenziato una positivita per P. relictum, agente responsabile della malaria aviare,
mettendo in luce la circolazione del parassita e, presumibilmente, del vettore all’in-
terno del centro di recupero.

La negativizzazione nei confronti del patogeno e la concomitante scomparsa del
quadro clinico a seguito del trattamento terapeutico hanno dimostrato 1’efficacia
della combinazione farmacologica utilizzata, dato supportato dalla quantificazione
molecolare effettuata sui tre soggetti. Contestualmente, i valori emocromocitome-
trici e biochimici non mostravano oscillazioni di rilievo, segno che il trattamento
non ha causato sofferenze epatiche, renali o di altro tipo.

Tale risultato non ¢ da sottovalutare, in quanto dimostra la disponibilita di un trat-
tamento sicuro ed efficace per il controllo della malaria aviare utile a contrastare
un problema sanitario sempre piu pressante. Infatti, centri di recupero e strutture
zoologiche spesso ospitano specie, quali le civette delle nevi o gli sfeniscidi che,
a causa di una mancata coevoluzione con il parassita, manifestano una spiccata
sensibilita nei confronti della malattia [19-21]. A complicare il quadro si aggiun-
gono le difficolta di controllo del vettore in molte di queste strutture, e la crescente
diffusione della malattia anche tra gli animali selvatici.

Sebbene in letteratura siano descritti diversi studi condotti su varie specie, come
ad esempio i passeriformi [20], e vengano proposti differenti protocolli terapeutici
[10], le informazioni a disposizione sono spesso lacunose, i dosaggi sono talora
empirici, approssimativi o addirittura eccessivamente alti, per via delle normati-
ve che impediscono di implementare studi farmacologici sulle specie selvatiche
e protette. Infine, alcune delle sostanze usate hanno evidenziato effetti tossici di
rilievo [11].

In ambito umano, invece, le alternative terapeutiche per il trattamento della mala-
ria sono numerose ¢ ampiamente sperimentate. Uno dei trattamenti farmacologici

249



di maggiore impiego negli scorsi decenni per la cura della Malaria umana ¢ rappre-
sentato dall’associazione AV/PG [12]. Il trattamento ha restituito per anni ottimi
risultati con effetti collaterali non particolarmente marcati, sebbene ad oggi il suo
utilizzo sia ridotto a causa dell’insorgenza di resistenze al farmaco da parte di al-
cune popolazioni di plasmodi [22].

CONCLUSIONI

Questo studio ha cercato di compendiare le informazioni disponibili in ambito me-
dico umano e veterinario in modo da proporre un trattamento con AV/PG efficace
e sicuro nel trattamento della malaria aviare nelle civette delle nevi. Si rendono
necessarie, ad ogni modo, ulteriori indagini per la valutazione dell’efficacia del
farmaco su un campione pit ampio di animali, appartenenti sia a questa che ad
altre specie di uccelli sensibili, verificando nel contempo se |’efficacia del tratta-
mento possa essere influenzato da resistenze naturali al farmaco nelle popolazioni
di plasmodi aviari cosi come sembra avvenire per i plasmodi responsabili della
malaria umana.
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Summary

Antimicrobial resistance is a threat to human and animal health. Measures aimed at its
containment include reducing the use of antibiotics and choosing them conscientiously.
Making use of laboratory techniques such as measuring the minimum inhibitory concen-
tration (MIC) enables the formulation of appropriate and effective therapy, consequently
reducing the risk of developing antibiotic resistance. The aim of this study was to evaluate
the antibiotic sensitivity of pathogenic bacteria isolated from canaries and parrots during
2017-2021. The results show that high percentages of strains of the bacterial species tested
are sensitive to the tested antimicrobials, highlighting the lack of need to switch to alterna-
tive or critical antibiotics.

INTRODUZIONE

L’antibiotico resistenza ¢ una delle problematiche di maggior impatto per la salute pubbli-
ca. L’utilizzo imprudente o errato di antibiotici porta alla selezione di popolazioni batteri-
che resistenti o multiresistenti, particolarmente difficili da debellare in caso di infezione.
Difatti il Regolamento UE 429 del 2016 in tema di malattie animali trasmissibili fa espli-
cito riferimento all’antimicrobico resistenza come minaccia alla salute umana e animale
sottolineando I’importanza di tutte le misure volte contenerla come, ad esempio, la ridu-
zione dell’utilizzo di antibiotici. Nell’ottica One Health, 1’uso dell’antibiotico, nel settore
zootecnico ed anche in quello degli animali da compagnia, & stato gradualmente ridotto
nel tempo a favore di un utilizzo piu consapevole e basato su dati oggettivi ottenuti in labo-
ratorio. A questo proposito, la possibilita di avvalersi di tecniche laboratoristiche come la
misurazione della concentrazione minima inibente (MIC) consente ai liberi professionisti
la formulazione di una terapia appropriata ed efficace, riducendo conseguentemente il ri-
schio di sviluppo di antibiotico resistenza. Da diversi anni presso i laboratori dell’Istituto
Zooprofilattico delle Venezie, I’analisi della MIC si ¢ rivelata un valido strumento per va-
lutare la sensibilita agli antibiotici dei ceppi batterici coinvolti negli eventi morbosi delle
differenti specie animali. Considerato che gli uccelli ornamentali rappresentano la quarta
categoria pet maggiormente diffusa in Italia dopo cani, gatti e pesci', abbiamo deciso di
valutare 1’antibiotico sensibilita di batteri patogeni isolati da canarini e pappagalli durante
il periodo 2017-2021.

MATERIALI E METODI

Campionamento

I ceppi batterici inclusi nello studio sono stati isolati dal marzo 2017 al febbraio 2021,
durante la normale attivita diagnostica dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Ve-
nezie (IZSVe).
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Tali ceppi derivavano dai seguenti campioni:

— Tamponi cloacali o da altri distretti anatomici effettuati su canarini (Serinus
canaria) e pappagalli (diverse specie appartenenti all’ordine degli Psittaciformi),
conferiti presso I’IZSVe con richiesta di esame batteriologico.

— Uova o organi di canarini e di pappagalli sottoposti a necroscopia diagnostica
presso I’'IZSVe.

La determinazione della MIC ¢ stata eseguita soltanto per le specie batteriche isolate aventi
significato clinico/patologico, tenendo conto dell’anamnesi dei singoli soggetti e degli
eventuali reperti anatomopatologici riscontrati.
I germi oggetto di studio sono risultati pertanto:

— Escherichia coli (E.coli);

— Klebsiella spp.;

— batteri appartenenti alla famiglia delle Enterobatteriaceae diversi da E.coli,

Klebsiella spp. e Salmonella spp.;
— Staphylococcus spp. Coagulasi negativi;
— Staphylococcus spp. Coagulasi positivi.
1l gruppo studio é risultato quindi composto da:

- 220 ceppi di E.coli di cui 143 isolati da canarino e 77 ceppi isolati da pappagallo;

- 34 ceppi di Klebsiella spp. isolati da canarino;

- 48 ceppi di batteri appartenenti alla famiglia delle Enterobatteriaceae isolati da
canarino;

- 119 ceppi di Staphylococcus spp. Coagulasi negativi di cui 67 isolati da canarino e

52 isolati da pappagallo;
- 35 ceppi di Staphylococcus spp. Coagulasi positivi isolati da canarino.

Isolamento e identificazione dei batteri

I tamponi sono stati seminati in maniera diretta su piastre di Blood Agar (Agar base, Biolife
Italiana, Milano, Italia), sangue ovino (allevamento Blood, Castellalto, Italia), MacConkey’s
Agar (Biolife Italiana, Milano, Italia) e Bile-Esculine Agar (Biolife italiana, Milano, Italia).
Le piastre sono state incubate a 37 + 1 °C in condizioni di aerobiosi e di microaerofilia (atmo-
sfera al 5% di CO,). Ogni tampone ¢ stato successivamente posto all’interno di una provetta
contenente brodo di arricchimento (Heart Infusion Broth) (Biolife italiana, Milano, Italia).
In sede autoptica, aliquote degli organi di canarini e di pappagalli presentanti lesioni ma-
croscopiche sono state campionate in maniera asettica ¢ seminate come precedentemente
descritto; allo stesso modo un’aliquota di tessuto ¢ stata inoculata in una provetta contenente
brodo di arricchimento.

Le piastre sono state controllate dopo 24 ore d’incubazione per verificare I’avvenuta crescita
batterica. In caso di crescita, si € proceduto all’identificazione delle specie batteriche; in caso
contrario le piastre di primo isolamento sono state reincubate per ulteriori 24 ore e 10 ux/ di
brodo di arricchimento sono stati seminati seguendo le medesime procedure gia descritte.
L’identificazione batterica ¢ avvenuta attraverso la morfologia delle colonie in piastra, test
ossidasi e catalasi, prove biochimiche in macrometodo e osservazione al microscopio ottico
della morfologia cellulare previa colorazione di Gram.

Determinazione della MIC

La procedura di determinazione della MIC ¢ stata eseguita con metodo di microdiluizione in
brodo utilizzando micropiastre commerciali a 96 pozzetti preallestite con diverse concentra-
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zioni di principi attivi in forma liofilizzata (Merlin Diagnostika, Bornheim, Germania). Le
colonie batteriche in esame sono state prelevate da piastra Blood Agar e poste in brodo Muel-
ler Hinton II (Cation-Adjusted) (Becton Dickinson Italia, Milano, Italia). All’interno dei poz-
zetti € stato inoculato brodo contenente tra 1 e 9 x 10° UFC/ml. Le piastre sono state incubate
in aerobiosi a 34°C £ 1°C e la crescita batterica nei pozzetti ¢ stata valutata dopo 16-20 ore di
incubazione. Il valore di MIC di ciascun antimicrobico testato ¢ stato corrispondente alla pit
bassa concentrazione di principio attivo per la quale non si ¢ osservata crescita nel pozzetto.
In particolare, sono stati valutati i valori di MIC per gli antibiotici in tabella 1 per i germi
Gram-negativi allo studio e gli antibiotici in tabella 2 per quelli Gram-positivi. Sono stati
valutati inoltre i valori MIC di antibiotici CIA (Critically Important Antimicrobials) presenti
in tabella 3 per i Gram-negativi e tabella 4 per i Gram-positivi. Per I’espressione dei risultati
si ¢ fatto riferimento a breakpoint definiti per ognuno degli antibiotici in esame ed elencati
nelle tabelle 1, 2, 3 e 4, espressi in pg/ml.

Antibiotico Breakpoint per Breakpoint per Fonte breakpoint
“sensibile” “resistente”

Aminosidina 8 32 SFM (per Kanamicina)

Ampicillina 8 32 CLSI-H

Florfenicolo 8 32 CLSI-V (per S.cholerasuis)

Tetraciclina 4 16 CLSI-H

Gentamicina 4 16 CLSI-H

Apramicina 16 32 BAKUM

Trimethoprim/ 2 4 CLSI-H

Sulfamethoxazolo

Tabella 1: Antibiotici testati per batteri Gram-negativi e valori di breakpoint. Le fonti dei
breakpoint sono state la Societa Francese di Microbiologia (SFM), il Clinical and Laboratory
Standards Institute per microrganismi isolati nell’'uvomo (CLSI-H) o da animali (CLSI-V),
il Laboratorio Diagnostico Veterinario di Bakum dell’Universita di Hannover (BAKUM).
Eventuali note sono presenti tra parentesi al lato della sigla.

Antibiotico Breakpoint per Breakpoint per Fonte breakpoint

“sensibile” “resistente”
Ampicillina 0,25 1 CLSI-V (altre specie)
Tiamulina 2 4 EUCAST (ECOFF per Staph. aureus)
Doxiciclina 4 16 CLSI-H M100 (2014)
Penicillina G 0,125 0,25 CLSI-V (derivato umana)
Lincomicina 2 8 SFM

Tabella 2: Antibiotici testati per batteri Gram-positivi e valori di breakpoint. Le fonti dei
breakpoint sono state il Clinical and Laboratory Standards Institute per microrganismi isolati
nell’uomo presenti nel manuale M100 del 2014 (CLSI-H M100) e per microrganismi isolati
da animali (CLSI-V), I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EU-
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CAST) in riferimento a cut-off epidemiologici (ECOFF), la Societa Francese di Microbiolo-
gia (SFM). Eventuali note sono presenti tra parentesi al lato della sigla.

Antibiotico Breakpoint per “sensibile” | Breakpoint per “resistente” | Fonte breakpoint
Colistina 2 4 EUCAST, SFM
Enrofloxacina 0,25 2 CLSI-V
Flumequina 4 8 SFM

Tabella 3: Antibiotici CIA testati per batteri Gram-negativi e valori di breakpoint. Le fon-
ti dei breakpoint sono state I’European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), la Societa Francese di Microbiologia (SFM), il Clinical and Laboratory Stan-
dards Institute per microrganismi isolati da animali (CLSI-V).

Antibiotico Breakpoint per “sensibile” | Breakpoint per “resistente” | Fonte breakpoint
Tilmicosina 8 32 Y.WANG et al., 2008>
Tilosina 4 32 USDA

Tabella 4: Antibiotici CIA testati per batteri Gram-positivi e valori di breakpoint. Le fonti dei
breakpoint sono state I’articolo di Y.Wang et al. del 2008 “Macrolide—lincosamide-resistant
phenotypes and genotypes of Staphylococcus aureus isolated from bovine clinical mastitis”
e I’U.S. Department of Agriculture (USDA).

La definizione di “sensibile” ¢ stata attribuita ai ceppi batterici il cui valore di MIC, espresso
in ug/ml, era inferiore o uguale al breakpoint di sensibilita definito per la combinazione bat-
terio-antibiotico-specie animale.

RISULTATI

Nella tabella 5 ¢ riportata la percentuale di ceppi batterici Gram-negativi allo studio risultata
sensibile alle diverse molecole antibiotiche oggetto di studio, in base ai breakpoint definiti.
In tabella 6 si trovano i medesimi dati relativi ai batteri Gram-positivi.

Antibiotico E. coli Kilebsiella spp. Enterobatteriacee
(non E.coli, Klebsiella
spp- e Salmonella spp.)

Aminosidina 92,73% 82,35% 95,83%

Ampicillina 62,27% 5,88% 37,50%

Florfenicolo 90,00% 61,76% 41,67%

Tetraciclina 75,00% 76,47% 81,25%

Gentamicina 95,91% 91,18% 93,75%

Apramicina 98,18% 94,12% 95,83%

Trimethoprim/ 83,56% 82,35% 81,25%

Sulfamethoxazolo

Tabella S: percentuale di ceppi batterici Gram-negativi sensibili per antibiotico in base ai
breakpoint definiti.
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Antibiotico Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
Coagulasi-negativo Coagulasi-positivo
Ampicillina 76,47% 79,41%
Tiamulina 59,32% 94,29%
Doxiciclina 77,12% 65,71%
Penicillina G 67,23% 77,14%
Lincomicina 44,07% 14,29%

Tabella 6: percentuale di ceppi batterici Gram-positivi sensibili per antibiotico in base ai
breakpoint definiti.

Per quanto riguarda i CIA, per i germi Gram-negativi sono stati testati gli antibiotici colistina,
enrofloxacina e flumequina.

Tali sostanze, nella categorizzazione degli antibiotici destinati all’impiego negli animali sti-
lata dall’EMA (European Medicines Agency)?, sono all’interno della categoria B ossia quella
degli antibiotici da limitare in quanto importanti in medicina umana. Questi antibiotici do-
vrebbero essere utilizzati solo quando non ci sono antibiotici efficaci di altre categorie e dopo
aver eseguito test di sensibilita. I risultati ottenuti sono visibili in tabella 7.

Antibiotico E. coli Klebsiella spp. Enterobatteriacee (non E.coli,
Kiebsiella spp. e Salmonella spp.)
Colistina 95,45% 82,35% 83,33%
Enrofloxacina 85,00% 76,47% 83,33%
Flumequina 86,36% 76,47% 83,33%

Tabella 7: percentuale di ceppi batterici Gram-negativi sensibili per antibiotico CIA in base
ai breakpoint definiti.

Per i batteri Gram-positivi in studio, i CIA testati sono la tilosina e la tilmicosina.

Queste sostanze sono inserite nella categoria C della classificazione stilata dall’EMA e sono
quindi antibiotici da utilizzare con attenzione, in quanto sono presenti delle alternative in
medicina umana. Vengono utilizzati quando non ci sono antibiotici della categoria D dispo-
nibili o clinicamente efficaci. Gli antibiotici di categoria D sono antibiotici che devono essere
utilizzati con prudenza e devono essere il trattamento di prima linea. I risultati ottenuti si
trovano in tabella 8.

Antibiotico Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
coagulasi-negativo coagulasi-positivo

Tilmicosina 75,42% 17,14%

Tilosina 72,03% 14,29%

Tabella 8: percentuale di ceppi batterici Gram-positivi sensibili per antibiotico CIA in base

ai breakpoint definiti.
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DISCUSSIONE

Canarini e pappagalli posseggono un microbiota intestinale principalmente costituito da
batteri Gram-positivi‘. Stress, alimentazione inadeguata, utilizzo di antimicrobici, patologie
concomitanti, possono provocare uno squilibrio tra le popolazioni batteriche normalmente
presenti a livello intestinale con una conseguente sovracrescita di batteri Gram-negativi®*.
Alcune tra le specie pii comunemente riscontrate in questi casi sono E.coli, Klebsiella spp.
ed Enterobacter spp.”. Questi germi possono essere responsabili di enteriti, ma possono in-
vadere anche altri distretti anatomici provocando sintomatologia respiratoria e/o nervosa o
setticemia®®,

Per i batteri Gram-positivi, la specie in esame ¢ stata Staphylococcus spp., un batterio com-
mensale, oltre che ubiquitario nell’ambiente. Questo viene riscontrato spesso in caso di infer-
tilita delle uova’, di artrite e/o sinovite e di dermatite®.

Inoltre, durante il periodo delle cove, Staphylococcus spp., E.coli, Klebsiella spp. e i batteri
appartenenti alla famiglia delle Enterobacteriaceae vengono comunemente rilevati in corso
di fenomeni morbosi caratterizzati da mortalita embrionale, neonatale o dei pullus € possono
contribuire a provocare importanti perdite numeriche nell’allevamento dei pet birds’.
L’allevamento degli uccelli da compagnia in Italia ¢ stato, in passato, piuttosto distante dalla
medicina veterinaria; basti pensare che solo 20 anni fa i medici veterinari che nel territorio
nazionale si occupavano della gestione sanitaria di tale tipologia di allevamento erano, al
massimo, una decina. Cio, nella scelta degli interventi terapeutici, ha eventualmente potuto
favorire 1’utilizzo del c.d. “fai date te” oppure del passaparola tra allevatori e rivenditori di
uccelli, talvolta anche per quanto riguardava ’utilizzo dell’antibiotico.

Si puo ipotizzare che la gestione sanitaria di questo tipo di allevamenti sia migliorata grazie
alla maggior presenza di professionisti specializzati nel settore, alla formazione effettuata sul
campo ed alla maggiore fruibilita di metodi diagnostici di laboratorio anche per tali tipologie
di animali. Infine, da non dimenticare la maggiore consapevolezza ed attenzione alle proble-
matiche sanitare delle nuove generazioni di allevatori che quindi correttamente si affidano a
professionisti per la gestione sanitaria dei gruppi.

I risultati del nostro studio mettono in evidenza che alte percentuali di ceppi delle specie
batteriche testate sono sensibili ad antimicrobici non-CIA, sottolineando che nel settore dei
pet birds esistono ancora ottimi margini di manovra terapeutici, anche di primo intervento, e
la mancata necessita di passare ad antibiotici alternativi o critici.

Rimane comunque da evidenziare che gli stafilococchi Coagulasi-positivi sono risultati la
specie batterica meno sensibile tra quelle testate, con basse percentuali di ceppi batterici
sensibili agli antibiotici CIA allo studio. Tale dato risulta particolarmente importante, oltre
che dal punto di vista terapeutico, anche dal punto di vista della salute umana, in quanto gli
uccelli da compagnia possono trasmettere batteri ai loro detentori o diffonderli nell’ambiente
rappresentando un potenziale pericolo zoonotico'.

CONCLUSIONI

L’utilizzo prudente e coscienzioso degli antimicrobici, basato su dati oggettivi come i test di
antimicrobico-sensibilita, risulta attualmente la nostra principale arma nei confronti dell’an-
tibiotico resistenza. I dati ottenuti devono essere considerati uno stimolo al continuo miglio-
ramento dell’approccio terapeutico in corso di eventi morbosi e sottolineano I’importanza
del controllo sanitario attraverso la diagnosi laboratoristica e il dato della MIC. La raccolta
e la divulgazione di questi dati (come avviene ad esempio per I’'IZSVe attraverso la sua pa-
gina web https://www.izsvenezie.it/antibiotico-sensibilita-report-mic/) puo essere di ausilio
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al Medico Veterinario nelle scelte di primo intervento, oltre a supportarlo nella formazione
degli altri professionisti del settore sul tema dell’antibiotico sensibilita e sui risvolti ben piu
importanti dell’antibiotico resistenza. Ulteriori studi saranno necessari per comprendere la
diffusione di batteri antibiotico resistenti nei volatili pet e per approfondirne le caratteristiche
anche da un punto di vista genetico.
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Prima di iniziare la preparazione, verificare di avere a disposizione un contenitore pulito con capacita sufficiente alla preparazione della sospensione di vaccino diluita: capacita da 280 ml, 1.400
ml 0 2.800 ml rispettivamente per i flaconi da 1.000, 5.000 o 10.000 dosi. Aggiungere dell'acqua a temperatura ambiente (223 ml, 1.115 ml o 2.230 ml di acqua rispettivamente per i flaconi da
1.000, 5.000 o 10.000 dosi). Agitare il flacone del solvente. Diluire il contenuto del flacone con acqua pulita a temperatura ambiente in un contenitore adeguato. Agitare il flacone del vaccino e
diluire il contenuto nella soluzione preparata. Dopo la diluizione si ottiene una sospensione violacea. Riempire il serbatoio del dispositivo nebulizzatore con la sospensione di vaccino preparata.
Durante la somministrazione ai pulcini mediante spray a gocce grosse, mantenere la sospensione di vaccino diluito costantemente omogeneizzata, usando un agitatore magnetico. Per migliorare
luniformita della vaccinazione, & consigliabile tenere i pulcini all’interno del box di trasporto per almeno 1 ora, in modo che possano assimilare tutte le gocce di vaccino. Dopo questo periodo di
tempo, posare i pulcini delicatamente sulla lettiera e proseguire con le regolari pratiche di gestione. POSOLOGIA: una dose di vaccino (0,007 ml) a partire da 1 giorno di eta. REAZIONI AVVERSE:
nessuna. TEMPO DI ATTESA: 0 giorni. PRECAUZIONI SPECIALL: i polli nelle prime 3 settimane dopo la vaccinazione devono essere assolutamente allevati a terra. Si raccomanda di eliminare la
lettiera e di pulire le strutture e i materiali fra i cicli di produzione per ridurre le infezioni di campo. Non deve essere utilizzata nessuna sostanza anticoccidica o altri agenti con attivita anticoccidica
attraverso l'alimentazione o 'acqua per almeno 3 settimane dopo la vaccinazione dei polli con questo prodotto, in caso contrario la replicazione corretta delle oocisti del vaccino, e di conseguenza
lo sviluppo di un’immunita solida potrebbero essere compromesse. Inoltre, la durata del’immunita dipende dall’ambiente che permette il riciclo delle oocisti, quindi deve essere tenuto presente
che una decisione di utilizzare sostanze anticoccidiche nel periodo di 3 settimane dopo la vaccinazione debba essere presa tenendo in considerazione il potenziale impatto negativo sulla durata
dellimmunita di questo prodotto. Conservare e trasportare il vaccino in frigorifero (2 °C-8 °C). Non congelare. Periodo di validita del medicinale veterinario confezionato per la vendita: 10
mesi. Periodo di validita dopo diluizione conformemente alle istruzioni: 10 ore. CONFEZIONI: scatola di cartone con un flaconcino di EVANT® contenente 7 ml (1.000 dosi) e un flaconcino di
HIPRAMUNE®T contenente 50 ml. Scatola di cartone con un flaconcino di EVANT® contenente 35 ml (5.000 dosi) e un flaconcino di HIPRAMUNE®T contenente 250 ml. Scatola di cartone con un
flaconcino di EVANT® contenente 70 ml (10.000 dosi) e un flaconcino di HIPRAMUNE®T contenente 500 ml. NUMERO DELL’AUTORIZZAZIONE ALL’IMMISSIONE IN COMMERCIO: EU/2/18/233/001-
003. TITOLARE DELLAUTORIZZAZIONE ALLIMMISSIONE IN COMMERCIO: LABORATORIOS HIPRA, S.A. Avda. La Selva, 135, 17170 Amer (Girona), Spagna. Tel. (34) 972 430660- Fax (34) 972
430661. RAPPRESENTANTE LOCALE: Hipra Italia S.R.L., Via E. Mattei n. 2, 25030 Coccaglio (Brescia), ITALIA. Tel. (+39) 030 7241821, Fax (+39) 030 7700881. CONDIZIONI PER LA DISTRIBUZIONE:
medicinale veterinario soggetto a prescrizione. SOLO PER USO VETERINARIO. USARE | MEDICINALI RESPONSABILMENTE.

HIPRAITALIA

Via Enrico Mattei, 2 25030 Coccaglio (BS), Italia
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