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Summary

Campylobacter jejuni and Campylobacter coli have commonly been considered
harmless commensal inhabitants of the chicken gut; however, these Campylo-
bacter spp. are known to be able to multiply in the gut and invade other tissues,
negatively affecting host health and performance. In this study, fourteen Campy-
lobacter spp. were isolated from chickens showing foci of necrosis on the liver
surface resembling lesions observed in cases of avian vibrionic hepatitis/spotty
liver disease. Whole genome sequences of the fourteen isolates were analysed and
their virulomes compared to those of Campylobacter reference sequences, aiming
to investigate the possible association between virulence genes and the observed
disease. Nine C. jejuni and five C. coli were studied. These Campylobacter shared
twelve virulence factors with other isolates originated from chicken livers and
proved to host a higher number of virulence-associated genes in comparison to the
reference genomes, including genes encoding for factors involved in adherence to
and invasion of the intestinal epithelial cells. Our findings seem to point out that
these twelve common virulence-associated genes, together with the presence of
a high number of virulence factors involved in adherence, invasion and motility,
might be responsible for the extra-intestinal spreading of our isolates and the col-
onization of parenchymatous tissues, resulting in the development of the disease.

INTRODUZIONE

Campylobacter termofili, in particolare C. jejuni e C. coli, sono batteri ben adattati
alle specie aviari in cui colonizzano il tratto gastroenterico, frequentemente senza
causare malattia (Sahin et al., 2017). Tuttavia, diversi studi riportano come anche
nelle specie aviari Campylobacter termofili siano in grado di lasciare I’intestino,
invadendo e danneggiando la mucosa intestinale e conseguentemente di coloniz-
zare organi parenchimatosi, tra cui il fegato (Sanyal et al., 1984; Van Deun et al.,
2007). Labilita di C. jejuni e C. coli di colonizzare il fegato del pollo pone dei
dubbi rispetto al concetto che vede Campylobacter quale commensale in questa
specie e, al tempo stesso, solleva interrogativi di sicurezza alimentare legati a casi
di campilobatteriosi umana riconducibile al consumo di fegato di pollo (Cox et
al., 2007; Crawshaw et al., 2015; Jennings et al., 2011; O’Leary et al., 2009). C.
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Jjejuni & stato isolato da fegato di polli affetti da Epatite vibrionica aviaria (AVH),
una condizione caratterizzata da inspessimento e opacizzazione della glissoniana e
incostante presenza di flebili lesioni necrotiche multifocali disseminate, associata
ad un calo nella produzione di uova di circa il 10-25% e a un aumento della mor-
talita che puo raggiungere il 15% (Crawshaw & Young, 2003; Grimes & Reece,
2011; Hofstad et al., 1958; Sevoian et al., 1958). Tuttavia, non ¢ stato possibile
riprodurre sperimentalmente la malattia impiegando ceppi di C. jejuni derivati dal
pollame (Jennings et al., 2011), suggerendo che tale microrganismo possa causa-
re AVH solo in presenza di fattori predisponenti (es. condizioni di stabulazione
sfavorevoli, stress, stati d’immunodepressione dell’ospite, ecc). Una condizione
simile all’AVH, chiamata Spotty liver disease (SLD), ¢ comparsa a partire da-
gli anni 2000 (Crawshaw & Young, 2003). Una nuova specie di Campylobacter
termofilo, denominato C. hepaticus (Crawshaw et al., 2015; Van et al., 2016), ¢
stato isolato da focolai di SLD e si ¢ dimostrato in grado di riprodurre la malattia
in studi d’infezione sperimentale, causando le classiche lesioni macroscopiche e
microscopiche osservate in casi di SLD (Crawshaw et al., 2015; Van et al., 2017).
Nel presente studio, riportiamo la caratterizzazione molecolare dell’intero genoma
di nove isolati di C. jejuni e cinque isolati di C. coli ottenuti da fegato e milza di
polli da carne, galline ovaiole e capponi che mostravano lesioni macroscopiche
simili a quelle riscontrate in casi di AVH / SLD. In particolare, mediante un’analisi
genomica comparativa dei quattordici isolati, dieci ceppi di riferimento di C. jeju-
ni, dieci di C. coli e uno di C. hepaticus, ¢ stata investigata la presenza di fattori di
virulenza potenzialmente associati alla malattia osservata.

MATERIALI E METODI

Campioni

I quattordici ceppi di Campylobacter analizzati nel presente studio sono stati iso-
lati presso la sezione di Treviso dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Venezie (IZSVe), fra il 2013 ed il 2017 da episodi di malattia riconducibile ad
AVH/SLD verificatisi in allevamenti commerciali di polli da carne e galline ova-
iole e capponi (Piccirillo et al., 2018). L’identificazione di specie ¢ stata eseguita
sia tramite MALDI-TOF MS che end-point multiplex PCR; nove campioni sono
risultati C. jejuni e cinque C. coli, mentre nessun isolato ¢ stato identificato come
C. hepaticus (Piccirillo et al., 2018).

Sequenziamento del genoma completo degli isolati tramite next generation se-
quencing

Il DNA genomico (gDNA) ¢ stato estratto da singole colonie pure utilizzando il
MiniKit Invisorb Spin tissue (Stratec Molecular GmbH, Birkenfeld, Germania). Le
librerie sono state costruite utilizzando 1 ng di gDNA con il kit Nextera XT (Illu-
mina, Inc., San Diego, CA) e sequenziate presso la Macrogen (Corea) utilizzando
la piattaforma NextSeq 500 (Illumina) che genera sequenze paired-end da 150 bp.

Assemblaggio delle sequenze e annotazione dei genomi

Le sequenze grezze sono state assemblate utilizzando il software St. Petersburg
genome assembler (SPAdes) v. 3.11.1 (impostazioni, dimensioni k-mer 21, 33,
55 e 77), mentre il software Quality Assessment Tool for Genome Assemblies
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(QUAST) ¢ stato utilizzato per determinare la qualita dell’assemblaggio del geno-
ma. L’annotazione dei genomi ¢ stata effettuata utilizzando il server RAST (http://
rast.theseed.org/FIG/rast.cgi).

Caratterizzazione dei genomi ed analisi filogenetica degli isolati

1l sequence type (ST), basato su sette loci, e il core genome sequence type (cgST),
basato su 1.343 loci, sono stati determinati utilizzando il server PubMLST (https://
pubmlst.org/campylobacter/). Per I’analisi filogenetica, 143 sequenze di C. jejuni
caratterizzate da genomi con un singolo cromosoma completo sono state scaricate
dal National Center for Biotechnology Information (NCBI), insieme a tutte le se-
quenze genomiche disponibili di C. coli (n =29), al genoma del ceppo C. hepaticus
HV10 (accesso NZ_CP031611), nonché al genoma di un ceppo di C. rectus (acces-
sion GCA_003859865.1), che essendo geneticamente distante dalle altre tre specie
¢ stato incluso nell’analisi come outgroup. L’analisi filogenetica ¢ stata effettuata
utilizzando il pacchetto Microbial Genomics Module all’interno del software CLC
Genomics Workbench 12 (https://digitalinsights.qiagen.com), mentre 1’albero fi-
logenetico ¢ stato visualizzato usando il software Interactive Tree of Life (iTOL)
(https://itol.embl.de/itol.cgi).

Analisi comparativa dei genomi

Il viruloma dei ceppi inclusi nello studio, ¢ stato comparato con quello di dieci
ceppi di riferimento di C. jejuni, dieci ceppi di riferimento di C. coli, selezionati
sulla base dell’analisi filogenetica, e con quello del ceppo di riferimento di C. /e-
paticus HV10. La presenza di fattori di virulenza nei quattordici isolati e nei ceppi
di riferimento € stata valutata utilizzando due web-tool, il Bacterial Whole Geno-
me Sequence Typing Database (BacWGSTdb) (http://bacdb.org/BacWGSTdb) e il
Virulence Factor Database (VFDB) (http: //www.mgc. ac.cn/VFs/). Nelle analisi
successive sono stati considerati solo i geni di virulenza identificati da entrambi gli
strumenti web. Per indagare il potenziale genetico dei nostri isolati nel causare la
malattia osservata, i ceppi oggetto del presente studio e i ceppi di riferimento sono
stati clusterizzati sulla frequenza di ciascun gene di virulenza, valutato come dato
binario (presente = 1, assente = 0), utilizzando il software pHeatmap v. 1.0.12 in R
v. 3.6.3 (https://www.r-project.org/). Inoltre, one way analysis of variance (ANO-
VA) con il test post hoc di Tukey ¢ stata utilizzata per confrontare le differenze nel
numero medio di geni di virulenza tra isolati e ceppi di riferimento, utilizzando
GraphPad Prism 8.4.0 (https://www.graphpad.com/ scientific-software / prism /).
Infine, per investigare un possibile collegamento tra geni specifici e la malattia os-
servata, si ¢ valutata la presenza di geni presenti in tutti gli isolati e nei soli ceppi di
riferimento isolati da fegato di pollo, nonché di geni presenti unicamente nei nostri
isolati ed assenti nei genomi di riferimento.

RISULTATI

Tra 1 quattordici isolati sono stati identificati dodici diversi ST, di cui sette per C.
jejuni (ST 354, 400, 880, 2116, 2274, 2314 ¢ 2863) e cinque per C. coli (ST 855,
892, 1585, 4743 ¢ 10568). Cinque ST per C. jejuni sono stati assegnati a tre com-
plessi clonali (CC) 353, 354 e 1034, mentre due (ST 880 e 2274) appartenevano
a CC non definiti. Tre ST identificati per C. coli sono stati assegnati al CC 828,
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mentre il resto apparteneva a CC non definiti. Sono stati inoltre riconosciuti tredici
diversi profili cgMLST, con solo due isolati di C. jejuni (Ca_11 ¢ Ca_17) che con-
dividono lo stesso cgST. I dettagli sono riportati in Tabella 1. L’analisi filogenetica
ha evidenziato un’ampia diversita tra i nostri isolati, essendo sparsi in tutto ’al-
bero e raggruppandosi con sequenze di Camplylobacter sia di origine avicola che
umana (Figura 1). Inoltre, solo uno degli isolati (Ca_18) clusterizzava con uno dei
ceppi isolati da fegato di pollo inclusi nell’analisi. Un numero maggiore di geni di
virulenza ¢ stato osservato nei nostri isolati rispetto ai genomi di riferimento delle
rispettive specie e per C. jejuni la differenza era significativa (p = 0,000001); dato
confermato anche dalla clusterizzazione sulla base della frequenza dei geni di vi-
rulenza, in quanto era presente una netta separazione tra i nostri isolati ed i ceppi
di riferimento (Figura 2). In dettaglio, i quattordici isolati presentavano un numero
maggiore di geni codificanti per proteine coinvolte nei processi di mobilita, ade-
sione ed invasione delle cellule epiteliali rispetto ai genomi di riferimento. Inoltre,
sono stati identificati dodici geni di virulenza, coinvolti nei processi di motilita e
adesione (figl, figR, fliF, fliG, fliM, mreB, pglJ, pgp ¢ rpoN), biosintesi della capsula
batterica (kpsD e waalF’) e chemiotassi (chel), comuni ai nostri isolati e ai ceppi di
riferimento isolati da fegato di pollo. Infine, 1’analisi comparativa ha evidenziato
la presenza di sette geni in tutti i nostri isolati ed assenti nei genomi di riferimento
codificanti per tossine (cdtC) e fattori coinvolti nei processi di chemiotassi (cheW),
motilita (fliE, fliN e flgB), invasione (fiQ) ¢ aderenza alle cellule epiteliali (pgiD).

DISCUSSIONE

L’analisi comparativa del viruloma effettuata nel presente studio ha rivelato che
i quattordici isolati ottenuti da organi parenchimatosi di polli da carne e galli-
ne ovaiole con lesioni comparabili a quelle osservate in casi di AVH/SLD, non
solo condividevano diversi fattori di virulenza coinvolti nei processi di motilita
e di adesione alle cellule epiteliali con altri Campylobacter isolati da fegato di
pollo, ma possedevano anche un numero maggiore di geni di virulenza coinvolti
nei processi di adesione ed invasione delle cellule epiteliali intestinali rispetto ai
genomi di riferimento, suggerendo che questi fattori potrebbero essere coinvol-
ti nella diffusione extra-intestinale e, in determinate condizioni, nello sviluppo
della patologia osservata. E infatti noto che 1’adesione e 1’invasione alle cellule
epiteliali dell’intestino siano essenziali per la colonizzazione di altri organi (Her-
mans et al., 2011). Nel presente studio sono stati investigati unicamente i fattori
genetici che potrebbero favorire la diffusione extra-intestinale di Campylobacter,
tuttavia fattori ambientali e fattori predisponenti dell’ospite potrebbero contribuire
non solo alla colonizzazione di altri organi da parte di C. jejuni e C. coli, ma anche
allo sviluppo della patologia osservata. Infatti, C. jejuni ¢ stato isolato sia da fegati
apparentemente sani, che da organi caratterizzati da foci di necrosi (Cox et al.,
2007; Jennings et al., 2011). L’infezione sperimentale con C. jejuni isolati da orga-
ni caratterizzati da lesioni simili a AVH/SLD non ¢ stata possibile, tuttavia ¢ stato
osservato un significativo aumento di linfociti-T negli animali infetti rispetto al
gruppo di controllo, suggerendo che la risposta cellulo-mediata nelle fasi iniziali di
infezione possa giocare un ruolo fondamentale nel prevenire lo sviluppo della ma-
lattia (Jennings et al., 2011). Diversi studi hanno dimostrato come fattori di stress
ambientali possano influenzare la risposta immunitaria nelle specie avicole (Kout-
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sos & Klasing, 2014; Niu et al., 2009), percio ¢ possibile che, a seguito di eventi
in grado di ridurre la risposta immunitaria dell’ospite, la colonizzazione del fegato
da parte di C. jejuni e C. coli possa portare ad una patologia simile a AVH/SLD.
Oltre all’impatto sulla produzione avicola, la diffusione extra-intestinale di Cam-
pylobacter termofili rappresenta anche un possibile rischio per la salute pubblica
legato al consumo di fegato di pollo: infatti, C. jejuni e C. coli presenti nel tessuto
profondo del fegato hanno meno probabilita di essere distrutti durante il processo
di cottura rispetto a quelli presenti sulla superficie a causa della contaminazione
al macello durante la manipolazione della carcassa (Blankenship & Craven, 1982;
Skelly & Weinstein, 2003).

CONCLUSIONI

Il presente studio riporta 1’associazione tra C. jejuni ¢ C. coli e casi sporadici di
malattia simile a AVH / SLD. L’analisi comparativa del viruloma ha evidenziato
come la presenza di un numero elevato di geni legati a processi di motilita, adesio-
ne ed invasione delle cellule epiteliali dell’intestino e di geni di virulenza comuni
tra Campylobacter termofili potrebbe essere collegata alla diffusione extra-intesti-
nale e allo sviluppo della malattia. Tuttavia, fattori predisponenti sembrano essere
coinvolti sia nella diffusione extra-intestinale, che nello sviluppo della malattia e
studi futuri dovrebbero puntare a chiarire il loro coinvolgimento soprattutto per le
possibili implicazioni nell’ambito della salute pubblica.
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Figura 1. Albero filogenetico circolare delle sequenze dei genomi di Campylobacter
spp.. C. jejuni sono evidenziati in verde, C. coli in viola e C. hepaticus HV10 in
rosso. Gli isolati identificati nel presente studio sono riportati in grassetto, mentre i
genomi di riferimento inclusi nelle analisi comparative sono evidenziati in corsivo. |
clades che rappresentano isolati di C. jejuni ottenuti da feci umane sono stati collas-
sati per facilitare la lettura dell’albero.
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