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Summary

Colibacillosis is an infection caused by Avian pathogenic Escherichia coli
(APEC), associated with a wide variety of clinical forms, which has a strong im-
pact on industrial poultry system. The pathogen is persistent in flocks, probably
due to its relationship with potential vectors or reservoirs, most of them still un-
known. Among those, an important role might be played by Dermanyssus galli-
nae, whose prevalence can even reach 90% of the intensive laying hen farms.
In this work, the association between D. gallinae and pathogenic E. coli sero-
groups O2 and O78 has been verified by analyzing mites from 18 Italian laying
hen farms, some of them with ongoing colibacillosis outbreaks.

Specifically, 24 populations of D. gallinae, from as many flocks of laying hens,
were included in the study. Furthermore, 25 mite aliquots were prepared from
mites collected in a farm selected for experiencing colibacillosis. Twelve out of
those 25 aliquots were washed by 4% formalin.

The detection of E. coli was performed by using bacteriological procedures and
PCR, while qPCR was used instead of PCR for the detection and quantification
of E. coli O2 from the 25 aliquots deriving from the colibacillosis focus.
Escherichia coli was detected in 61% of the 18 tested farms. The molecular char-
acterization of the isolates revealed the presence of the serogroups O2 and O78
in the 16% and 5% of the monitored farms, respectively.

In the colibacillosis focus, E. coli O2 was detected and isolated from both dead
animals and mites. Moreover, E. coli was retrieved from both formalin-washed
and unwashed aliquots, letting suppose that the pathogen might contaminate the
inner parts of mites.

The estimated values of the E. coli O2 load per mite and the infection rate (IR)
both returned an apparently low mean value, which needs to be weighed against
the infestation level inside the flock.

In conclusion, the present study allowed to establish a direct relationship be-
tween D. gallinae and APEC for the first time, paving the way to the hypothesis
that this mite could act as an important reservoir and a potential vector for the
disease.

INTRODUZIONE

Le colibacillosi hanno un notevole impatto sull’allevamento avicolo intensivo
in tutto il mondo e sono responsabili di perdite economiche rilevanti in tutta la
filiera avicola. Esse sono generalmente causate dai cosiddetti Avian pathogenic
Escherichia coli (APEC) [1]. Tra questi, i sierogruppi piu frequentemente asso-
ciati a malattia sono O1, 02, 08, 018, 035, 078, 0109 e O115, con gli O1, O2
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e 078 che rappresentano 1’80% dei casi [2].

Uno degli aspetti piu critici delle colibacillosi aviarie ¢ rappresentato dall’elevata
persistenza degli APEC, che possono permanere in allevamento per lunghi periodi,
e riemergere anche durante cicli successivi [1]. Le ragioni di tale resistenza non
sono ancora del tutto note. Se da una parte sicuramente pesano le caratteristiche
intrinseche del batterio, per esempio la capacita di formare biofilm, dall’altra la
dispersione orizzontale del germe all’interno del capannone puo essere favorita
dalla presenza di vettori passivi quali Alphitobius diaperinus e Musca domestica
[3,4,5].

Non si puo escludere pero che altri fattori possono intervenire, favorendo la soprav-
vivenza del germe tra un ciclo e 1’altro. Uno di questi potrebbe essere Dermanys-
sus gallinae. Questo acaro ematofago ¢ diffuso in oltre il 90% degli allevamenti
avicoli intensivi [6], esercita un’azione depauperante e stressante sugli animali [7],
e puo fungere da serbatoio e vettore di diversi patogeni del pollame [8].

Ad oggi le informazioni sulla possibile associazione tra E. coli e D. gallinae sono
pressoché assenti, pertanto questo studio si propone di valutare una potenziale
relazione tra essi, con particolare attenzione al rapporto che si puo instaurare con i
sierogruppi patogeni O2 e O78.

MATERIALI E METODI

Indagine a campione

Lo studio ¢ stato condotto su campioni di D. gallinae prelevati da 24 gruppi di
galline ovaiole facenti parte di 18 allevamenti in tutta Italia, raccolti fra dicembre
2018 e aprile 2019 mediante trappole AVIVET [9] ed inviati in cieco presso la
Sezione di Patologia Aviare dell’Universita degli Studi di Bari. Qui sono stati sot-
toposti ad esame batteriologico colturale ed identificazione biochimica mediante
sistema MicroBact (Thermo Scientific, Milano, Italia). Gli isolati di E. coli sono
stati successivamente tipizzati mediante PCR per definirne 1’appartenenza ai sie-
rogruppi O2 ¢ O78 [10, 11].

Indagini in campo

Indagini piu approfondite sono state effettuate a partire da un allevamento di
22.000 galline ovaiole della provincia di Lecce.

Nell’azienda erano contestualmente presenti un’infestazione da D. gallinae di li-
vello 1V della scala di Cox [12] ed un focolaio di colibacillosi in atto che faceva
registrare una mortalita giornaliera di 4-12 soggetti, associata ad un calo della
deposizione stimato del 5% e ad alterazioni qualitative delle uova.

Dieci galline spontaneamente decedute sono state prelevate dall’allevamento e sot-
toposte ad esame necroscopico, durante il quale sono stati prelevati fegato, milza
e sangue del cuore, da cui ¢ stata effettuata la ricerca di E. coli mediante la proce-
dura colturale. Anche in questo caso il sierogruppo degli isolati ¢ stato individuato
mediante PCR [10, 11].

Gli acari raccolti dallo stesso allevamento sono stati quindi suddivisi in 25 aliquote
da 50 o da 100 acari. Dodici di queste sono state sottoposte a lavaggi con formalina
al 4%, al fine di valutare se E. coli si localizzasse solo all’esterno o anche all’inter-
no di D. gallinae. Tutte le aliquote sono state analizzate mediante real-time PCR
per I’identificazione e la quantificazione di £. coli O2 negli acari. In seguito, sono
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stati calcolati la stima di massima verosimiglianza (MLE) del tasso di infezione
(IR) degli acari mediante software I’add-in di Microsoft Excel® PooledInfRate
[12], e la carica media di E. coli O2 per acaro.

RISULTATI

Monitoraggio in cieco

Laricerca di E. coli a partire dalle aliquote di acari raccolte dai 18 allevamenti sot-
toposti a monitoraggio ha evidenziato la presenza di tale specie batterica nel 61%
delle aziende testate (11/18). Inoltre, i sierogruppi O2 e O78 sono stati individuati
negli acari prelevati dal 22% degli allevamenti; nello specifico, 3 gruppi di acari
erano positivia O2 e 1 a O78.

Studio del caso

L’esame necroscopico eseguito sugli animali prelevati dall’allevamento oggetto di
approfondimento ha evidenziato lesioni compatibili con la colibacillosi, in partico-
lare nel quadro della polisierosite. Nello specifico, € stato osservato inspessimento
del peritoneo, ovarite con presenza di follicoli ovarici nella cavita addominale,
presenza di essudato fibrinoso su pericardio, capsula glissoniana e sacchi aerei.
Inoltre, a causa della massiva infestazione da D. gallinae, era possibile osservare
una grave anemia che si manifestava con decolorazione della cresta e delle muco-
se, accompagnata dal riscontro di numerosi acari sulle carcasse. Escherichia coli
02 ¢ stato isolato dalla maggior parte degli organi prelevati.

E. coli O2 ¢ stato identificato inoltre da 19 delle 25 aliquote di acari, precisamente
da 12 su 13 non lavate, € da 7 su dodici lavate con formalina.

Alla luce di questi risultati la stima della IR ¢ stata pari a 24,39 acari infetti su
1.000, con un intervallo di confidenza al 95% compreso tra 13,71 e 56,88%o.
Invece, la carica di E. coli O2 per acaro era molto variabile. Negli acari non lavati
¢ stata calcolata una media pari a 516,59 cellule per acaro, e a 315,00 cellule per
acaro nelle aliquote lavate. Tale differenza ¢ risultata essere non significativa (P=
0,650).

DISCUSSIONE

I risultati ottenuti in questo studio supportano fortemente la tesi di un’associazione
fra D. gallinae ed E. coli. L’indagine condotta sulle popolazioni di acari, infatti,
ha consentito di isolare il batterio in piu della meta degli allevamenti testati, anche
con il riscontro di sierogruppi potenzialmente patogeni quali O2 e O78.

Inoltre, I’analisi del focolaio di colibacillosi ha messo in evidenza che D. gallinae
ospitava lo stesso sierogruppo di E. coli che stava causando la malattia nelle gal-
line ovaiole. Tale associazione sembra particolarmente interessante, visto che il
patogeno non ¢ soltanto un mero contaminante superficiale dell’acaro, ma che esso
¢ in grado di penetrare, attraverso la cuticola o direttamente attraverso il pasto di
sangue, nei distretti interni dell’artropode.

Anche il tasso d’infezione ¢ piuttosto significativo, in quanto ¢ dello stesso ordine
di grandezza di quello riscontrato per Sa/monella enterica subsp. enterica ser. Gal-
linarum [14]. Nonostante esso sia apparentemente basso (circa 24 acari infetti ogni
mille) si deve tener conto dei livelli di infestazione osservabili in campo. E noto,
infatti, che in caso di infestazioni massive ogni notte almeno 50.000 acari possono

205



nutrirsi su una singola gallina [15]. Questo implica che ogni gallina potrebbe venire
a contatto, ogni notte, con centinaia di acari infetti. Ovviamente, sara necessario
disegnare studi appropriati per avere il necessario riscontro della trasmissione dall’a-
caro all’ospite per poter definire D. gallinae come vettore.

CONCLUSIONI

Questo ¢, per quanto di nostra conoscenza, il primo lavoro che ha dimostrato 1’as-
sociazione esistente fra D. gallinae ed E. coli, in particolare nei confronti dei siero-
gruppi patogeni O2 e O78. Si tratta di uno studio preliminare, i cui dati potrebbero
pero aprire all’ipotesi che D. gallinae possa avere un ruolo determinante nella circo-
lazione e nella persistenza di ceppi APEC.
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