Universita degli studi di Pisa

Dipartimento di Scienze Veterinarie
Corso di Laurea Magistrale in Medicina Veterinaria
Tesi di laurea

Infezione da Toxoplasma gondii e Neospora
caninum in specie aviarie viventi allo stato libero

In Toscana

Candidata: Relatore:

llaria VVarvaro Prof.ssa Francesca Mancianti

Correlatore:

Dott.Guido Rocchigiani

Anno accademico:2016-2017



Ai miei sostenitori pelosi:
Arturo, Zucchero, Leone, Zoe, Polpetta,

Carota,Chimney e Pollo



SOMMARIO

SOMMARIO ...t ns 3
CAPITOLO 1: TOXOPLASMA GONDII ... 5
1.1 GENERALITA ED EZIOLOGIA DELLA TOXOPLASMOSI .......ccovvverrrnan. 5
1.2 MORFOLOGIA DI T.GONDII ..ot seee e, 7
L3I TACHIZOITI ettt e s e e e e e anee e 8
1.4 BRADIZOITIE CISTI TISSUTALI ..o 11
1.1 CONTAMINAZIONE AMBIENTALE .....c.oooiie e 12
1.7 CICLO BIOLOGICO ...ttt 12
Ciclo intestinale: fase sessuata, Sporogonia e gametogonia ............ccoeeerereneneeneenns 12
Ciclo extraintestinale ( fase asessuata e SChizogonia) .........cccccoveveniiinininiinice 16
CAPITOLO 2: NEOSPORA CANINUM ..o 17
2.1 INTRODUZIONE: ...t 17
2.2 CARATTERISTICHE GENERALI DI NEOSPORA CANINUM..........cocovvnvee. 18
2.3 STADI MORFOLOGICH ...t 18
2.4 CICLO BIOLOGICO DI NEOSPORA CANINUM .......cooovvevereiieeereeeeieeeenenian, 21
CAPITOLQO 3: SCOPO DELLA TESI ... 23
CAPITOLO 4: MATERIALI E METODI...c..ciiiiiiiiieieeeeeee e 24
AL ANIMALL .o e e e et e e e s n e e e e s nnre e e e e snreeeeans 24
4.2 CAMPIONAMENTO ...ttt e e e e nee e 24
4.3 DESCRIZIONE DELLE METODICHE: .......ccoiiiiieie e 26
4.3.1 EStrazione del DINA ...t 26
4.3.2 Polymerase chain reaction (PCR) ........cccoiiiiiiiiiiiisieeee e 27
4.3.2 Elettroforesi Su gel d'agaroSio:........ccoveivieiiniinienesiiseeee e 30
4.3.2 Immunofluorescenza indiretta (IFAT): ...ooi i 31
CAPITOLO 4: RISULTAT .ttt 32



CAPITOLO 5: DISCUSSIONE
BIBLIOGRAFIA ........cceiiee

RINGRAZIAMENTI................



CAPITOLO 1: TOXOPLASMA GONDII

1.1 GENERALITA ED EZIOLOGIA DELLA TOXOPLASMOSI

La Toxoplasmosi & una malattia parassitaria, sostenuta dal protozoo Toxoplasma gondii,
un protozoo intracellulare obbligato a riproduzione sessuata, appartenente al Phylum
Apicomplexa, in quanto dotato di un complesso apicale che consente di penetrare nelle
cellule ospiti tramite I'azione di molecole contenute in strutture particolari quali rhoptri
e micronemi.

Il parassita € diffuso tra i mammiferi, uomo compreso e negli uccelli (Cancrini,1996).

Il termine Toxoplasma deriva dal greco toxon che indica la forma ad arco del protozoo e
gondii dal nome di un roditore nord-africano (Ctenodactylus gondii) (fig.1) da cui nel
1908 Nicolle e Maceaux lo isolarono per la prima volta (Pietrobelli., 2003).
Contemporaneamente, in Brasile veniva isolato da un coniglio un altro parassita simile
ma non considerato lo stesso: in tutti e due i casi si era pensato ad una relazione con la

leishmaniosi (Ferguson, 2009).

Figura 1: Ctenodactylus gondii

(www.zooborns.com)

Nel mondo, oggi, sono diffusi almeno tre genotipi del parassita: il tipo I, Il e 11l (Howe
e Sibley, 1995).
Grigg (2001) partendo dall’osservazione che alcuni loci esibivano solo due alleli, ha

ipotizzato che in origine la popolazione di T. gondii possedeva due progenitori distinti e



che i tre tipi non siano altro che il risultato di una ricombinazione genetica casuale fra i
due parassiti ancestrali. L'incrocio avrebbe dato origine, secondo i ricercatori, a una
grande varieta di organismi con caratteristiche diverse.

| tre genotipi dotati di una maggior capacita di adattamento all'ambiente, avrebbero
soppiantato gli altri ceppi, provocando la loro estinzione.

Tutti e tre sono patogeni per l'uomo, ma solo uno, il tipo I, pud provocare serie
conseguenze per la salute dei pazienti suscettibili e gravi malformazioni.

Il tipo Il & invece il ceppo piu isolato nei campioni umani.

Il tipo Il e i genotipi ricombinanti sono piu frequentemente riscontrabili in animali
selvatici, aree remote e in associazione a malattie umane rare (Dardé, 2004).

La toxoplasmosi € una delle piu importanti zoonosi e rappresenta ancora oggi un
problema di sanita pubblica, in particolare in individui trapiantati, immunocompromessi
e nella donna durante la gravidanza.

E infatti documentato che oltre mezzo miliardo di persone nel mondo presentano nel
siero anticorpi anti-T.gondii (Dubey, 1997).

Il protozoo é stato studiato accuratamente, sebbene molti aspetti del ciclo biologico e
dell’epidemiologia rimangano ancora poco conosciuti.

Il gatto e in generale tutti 1 felini ne rappresentano gli ospiti definitivi, all’interno dei
quali avviene la fase sessuata del parassita, mentre i mammiferi, in generale, e i volatili,
rappresentano gli ospiti intermedi, all’interno dei quali avviene la fase asessuata del
parassita.

Inizialmente il protozoo veniva considerato come un parassita del gatto con un ciclo
oro-fecale; con I’addomesticamento si € poi evoluto con trasmissioni per carnivorismo e
per via transplacentare, oltre all’oro fecale.

Toxoplasma gondii (dal greco, toxson = arco) € un protozoo che appartiene al Phylum
Apicomplexa, Classe Telosporea, Sottoclasse Coccidia, Ordine Eucoccidiida, Sottordine
Eimeriina, Famiglia Sarcocystidae, genere Toxoplasma, Specie gondii.

Gli Apicomplexa costituiscono un Phylum di protozoi che include alcune migliaia di
specie, caratterizzate dall’assenza di organi di movimento (ciglia o flagelli). Il ciclo di
riproduzione di questi parassiti ¢ costituito dall’alternanza di una fase asessuata
(schizogonia) e una fase sessuata (gametogonia) che porta alla formazione di forme
infettanti dette sporozoiti.

Sono aploidi durante tutto il ciclo vitale, salvo che nella fase di zigote, che comunque é

di brevissima durata.



1.2 MORFOLOGIA DI T.GONDII

T.gondii e lungo da 5 a 8 micron e largo 2-5 micron, presenta forma semilunare,
arcuata, con estremita affilata; ha citoplasma basofilo e nucleo granuloso, sferico, con
cariosoma voluminoso; si presenta in diversi stati morfologici a seconda della sua
localizzazione.
Comprende stadi asessuati presenti nei tessuti extraintestinali di ospiti definitivi ed
intermedi, e stadi sessuati presenti esclusivamente nell’intestino degli ospiti definitivi.

o Gli stadi extraintestinali di T.gondii sono i tachizoiti contenuti nelle pseudocisti

ed i bradizoiti all’interno della cisti.

e Gli stadi intestinali di T.gondii sono gli schizonti, i gameti e le oocisti
T.gondii si presenta sotto due forme: la forma vegetativa (trofozoitica) e la forma
cistica. La forma vegetativa si riscontra nelle cellule endoteliali, monociti e istiociti in
cui si riproduce. Si colora male con i coloranti consueti.
Esistono anche forme libere che possono essere facilmente identificate, ma la loro vita
al di fuori della cellula ospite € breve. La cisti e di dimensione variabile: il suo diametro
oscilla fra 15-20 micron e puo raggiungere anche valori fra i 50-100 micron. Contiene
un numero di parassiti compreso fra alcune dozzine e alcune migliaia. Gli elementi
incistati presentano un voluminoso granulo, di natura probabilmente glicogenica ed ha
attivita metabolica molto lenta pur potendo moltiplicarsi e consentire alla cisti di
aumentare di volume, acquisendo la forma arrotondata. La membrana della cisti non
consente la diffusione di materiale antigenico all'esterno e, se non subentrano rotture
della membrana, le cisti si accrescono di volume senza suscitare alcuna reazione

inflammatoria periferica.



Figura 2: Una cisti tissutale si rompe meccanicamente per rilasciare centinaia di bradizoiti

attraverso un buco nella parete della cisti. (Toxoplasmosis of animal and humans, Dubey JP)

1.31 TACHIZOITI

Ci sono tre stadi dell’infezione da Toxoplasma gondii: la fase dei tachizoiti, dei
bradizoiti e dell’oocisti (sporozoiti) . Queste fasi, sono collegate tra loro in un ciclo
piuttosto complesso. La fase dei Tachizoiti, (tachos = veloce, in greco) é la fase di
moltiplicazione rapida, | tachizoiti (figura 3) sono delle cellule a forma di semiluna con
una delle due estremita appuntita e I’altra rotondeggiante di circa 4-8 um di lunghezza e
2-4 um di larghezza.

All’estremita anteriore presentano il cosiddetto complesso apicale, una struttura
altamente differenziata che permette loro la penetrazione attiva in tutte le cellule
nucleate dell’ospite, come nei macrofagi, nelle cellule gliali, nelle cellule muscolari ecc;
I tachizoiti sono costituiti da vari organi interni e da corpi inclusi, come una pellicola
(copertura esterna), un citoscheletro microtubulare (complesso della membrana interna,
microtubuli sub-pellicolari, anelli apicali, anelli polari e un conoide), organi secretori

(micronemi, rhoptries, e granuli densi), micropori, mitocondri, reticolo endoplasmatico,



complesso di Golgi, ribosomi, un reticolo endoplasmatico liscio (ER), un nucleo,
granuli di amilopectina, ed un complesso apicale (Apicomplexa). La pellicola ¢
composta da tre membrane, un plasmalemma e due membrane strettamente unite che
vanno a formare il cosiddetto “complesso di membrana interna” (IMC).

I tachizoiti presentano anche due anelli apicali e due polari (esterni e interni), gli anelli
apicali sono situati sul margine inferiore mentre gli anelli polari sono situati sul margine
superiore. Il conoide (0,3-0,4 um) € un cono cavo troncato, e si compone di strutture
tubulari avvolte come molle compresse, ventidue microtubuli sub pellicolari originano
dall’anello polare interno e corrono longitudinalmente lungo quasi tutta la lunghezza
della cellula, e si fermano appena sotto il complesso della membrana interna, sono
distanziati in modo uniforme, e le loro estremita distali non sono ricoperte. Inoltre, ci
sono due microtubuli intraconoidali di 400 um strettamente legati, i microtubuli sub
pellicolari sono come una gabbia toracica e sono disposti in una spirale anti-oraria.

Tra il margine inferiore e il nucleo sono presenti fino a 10 organi, chiamati rhoptries.

Il nucleo dei tachizoiti é situato nella parte centrale, & costituito da una membrana
nucleare con pori, dei grumi di cromatina e un nucleolo centrale. Sebbene i tachizoiti
possano muoversi scivolando, flettendosi, ondeggiando e ruotando, non hanno dei
mezzi visibili di locomozione come ciglia, flagelli o pseudopodi, ma bensi la loro
motilita € alimentata dal complesso actina-miosina ancorato al complesso della

membrana interna.

Figura 3: Tachizoiti e cisti tissutali

(Toxoplasmosis of animals and humans, J.P Dubey)



La funzione dei conoidi, dei rhoptries, dei micronemi e dei micropori non € ancora
molto chiara ma si crede possa essere legata alla penetrazione della cellula ospite,
creando poi successivamente un ambiente intracellulare adatto per la sopravvivenza e la
crescita del parassita. Il conoide infatti si estende, si flette e si retrae come fosse la
sonda del parassita che analizza il plasmalemma della cellula ospite prima di penetrarla.
| rhoptries invece hanno una funzione secretoria associata alla penetrazione della cellula
ospite. Il microporo invece € una struttura simile al citosoma formato dall’invaginazione
della membrana esterna.

Il tachizoite e la forma invasiva, proliferante, ed ha la capacita di penetrare attivamente
nella cellula ospite dove si moltiplica asessualmente, fino a riempirla completamente.
Inoltre, i tachizoiti tramite la rottura della pseudocisti, possono essere rinvenuti liberi in
essudati o nel sangue, negli ospiti recettivi tendono a diffondere per via linfoematogena
dall’area di infezione primaria (focolaio enterico) ai diversi tessuti dell’organismo
invaso, e qui moltiplicarsi attivamente. All’interno degli organi si incistano dando vita
alle cisti tissutali extracellulari. In caso di gravidanza possono superare la barriera
placentare con gravi conseguenze per il feto (Bhopale, 2003).

La loro resistenza € scarsa, infatti rimangono vivi a temperatura ambiente solo per
poche ore e vengono rapidamente uccisi dai pit comuni disinfettanti ¢ dall’acidita
gastrica (Dubey et al., 1998a). Diverso ¢ il loro comportamento se tenuti a temperatura
di refrigerazione: a 4 °C resistono per 25 giorni circa.

T.gondii puo penetrare il plasmalemma della cellula ospite in 26 secondi.

Una volta penetrato nella cellula ospite, il tachizoita si deforma e si scioglie attraverso il
plasmalemma dell’ospite e viene rapidamente circondato da questo; questa membrana é
destinata a diventare il vacuolo Parassitoforo (PV), e una serie di proteine parassitarie
associate ad essa, comprese le proteine dei rhoptries, ROP2, -3, -4 e -7.

I tachizoiti si moltiplicano all’interno della cellula ospite attraverso endoduogenie
ripetute, una speciale forma di riproduzione in cui due cellule figlie si differenziano
all’interno della cellula madre (Nishi et al.,2008). Raramente, i tachizoiti di alcuni
ceppi, possono dividersi per fissione binaria.

La cellula ospite, si rompera quando non sara piu in grado di sostenere la crescita dei
tachizoiti e 1’uscita dalla cellula ospite & mediata da una proteina (tgPLP1) secreta dal
parassita (Kafsack et al.,2009).

Il tasso di invasione e di crescita variano a seconda del ceppo di T.gondii e delle cellule

ospite. Una volta che il parassita penetra nella cellula ospite, c¢’¢ un lasso di tempo
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variabile prima che questo cominci a replicarsi, e la durata di questo ritardo dipende dal
parassita.

1.4 BRADIZOITI E CISTI TISSUTALI

Il bradizoita anche chiamato cistozoita rappresenta lo stadio cistico del parassita nei
tessuti. La cisti tissutale resta intracellulare e i bradizoiti si dividono per endoduogenia.
Le cisti tissutali variano di dimensioni; le giovani cisti tissutali possono misurare 5 um
di diametro e contenere solo due bradizoiti, mentre quelle piu vecchie possono
contenere migliaia di organismi. Un numero dispari di bradizoiti nelle giovani cisti
tissutali indica una divisione asincrona.

Nelle sezioni istologiche, le cisti tissutali nel cervello sono spesso sferoidali e raramente
raggiungono un diametro di 70 pum, mentre le cisti tissutali intramuscolari sono
allungate e possono arrivare a misurare fino a 100 um.

Anche se le cisti tissutali possono svilupparsi negli organi viscerali come i polmoni, i
reni e il fegato, queste sono piu prevalenti nei tessuti nervosi e muscolari, compresi il
cervello, gli occhi, i muscoli scheletrici e cardiaci.

La parete della cisti & elastica e di uno spessore <0,5 um, e racchiude centinaia di
bradizoiti a forma di semiluna delle dimensioni di 5-8,5x 1,3 pm.

La cisti tissutale si sviluppa all’interno del PV, nel citoplasma della cellula ospite (il PV
e difficilmente visibile nelle cisti tissutali vecchie). La parete della cisti tissutale appare
ruvida e di spessore irregolare, la membrana esterna probabilmente deriva sia dalla
cellula ospite che dal parassita ed & foderata con materiale granulare (GL), ed i
bradizoiti sono giustapposti contro il GL.

Nelle cisti tissutali pit giovani, spesso i bradizoiti sono piu grandi e con una quantita
minore di organelli rispetto alle cisti piu vecchie. | bradizoiti, strutturalmente parlando,
differiscono molto poco dai tachizoiti, infatti i bradizoiti hanno il nucleo localizzato piu
sul versante posteriore, rispetto ai tachizoiti , nei quali si trova piu centrale. | bradizoiti
sono anche molto piu sottili rispetto ai tachizoiti,e presentano una quantita maggiore di
micronemi, localizzati nella parte posteriore del nucleo.

| bradizoiti contengono molti granuli di amilopectina, che diventano rossi col PAS.
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Le cisti tissutali sono parte integrante del ciclo di T.gondii, e queste, si formano gia
dopo 3 giorni dall’inoculazione (Dubey et al.1976).

La distribuzione delle cisti tissutali dipende dall’ospite (Dubey et al.1997), ed é stato
visto che sono maggiormente distribuite nei tessuti muscolari piuttosto che nel cervello,
questo tipo di osservazione ¢ stata fatta grazie agli animali infettati naturalmente, anche
se nei topi € stato visto che le cisti tissutali sono localizzate maggiormente nel cervello,
rispetto a tutti gli altri organi.

| fattori che determinano la rottura della cisti tissutali sono ancora sconosciuti.

1.1 CONTAMINAZIONE AMBIENTALE

Le oocisti rappresentano la forma di resistenza del parassita nell’ambiente.

Derivano dalla fusione all’interno dell’enterocita tra macrogamete ¢ microgamete e
costituiscono il prodotto del ciclo sessuato entero-epiteliale che si compie nel felino, e
vengono eliminate e disseminate nell’ambiente attraverso le feci.

Appena vengono liberate nell’ambiente non sono ancora sporulate, quindi non

ancora infettanti.

1.7 CICLO BIOLOGICO

Ciclo intestinale: fase sessuata, sporogonia e gametogonia

I gatti, non solo quelli domestici (Felis domesticus), ma tutte le specie di felidi, possono
diffondere le oocisti di T.gondii.

Le oocisti vengono diffuse dopo I’ingestione di uno dei tre stadi infettanti di T. gondii: i
tachizoiti (pseudociste), i bradizoiti (cisti) o le oocisti, e la frequenza di spargimento
delle oocisti, varia in base allo stadio di T.gondii ingerito.

Nel gatto, sembra che I'ingestione di oocisti sporulate o di tachizoiti dia origine ad
un'infezione, con emissione ulteriore di oocisti nell'ambiente esterno solo nel 16-20%
dei casi, mentre nel caso dell'ingestione di cisti tissutali contenenti bradizoiti, questo si
realizza nel 97% dei casi (Dubey, 1996).
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| parassiti contenuti nelle oocisti sporulate, nelle pseudocisti o nelle cisti, una volta
ingeriti, vengono liberati dalle strutture che li contengono grazie all'azione dei succhi
gastrici e invadono quindi le cellule dell'epitelio intestinale. All'interno degli enterociti,
avviene una fase di accrescimento, che porta i parassiti a diventare trofozoiti. Quindi si
prosegue con la fase schizogonica, tramite moltiplicazione asessuata fino ad ottenere la
stadio di schizonte.

All'interno dello schizonte si ha la formazione di numerosi merozoiti (da 4 a 32); lo
schizonte si accresce sempre di piu, fino a far esplodere la cellula intestinale che lo
ospita.

I merozoiti che si liberano vanno ad invadere altri enterociti dove iniziano nuovi cicli
schizogonici asessuati che si ripetono fino a che alcuni merozoiti si differenziano in
microgameti e macrogameti  secondo un meccanismo ancora sconosciuto. |l
microgamete maturo si stacca dal citoplasma residuo e appare come una struttura
allungata con un nucleo anteriore nel quale ci sono, anche il mitocondrio e i corpi basali
dei due flagelli. A causa della similarita con una cellula spermatica, sembra appropriato
il termine di gamete maschile (Ferguson et al, 1974; Dubey et al., 1998).

Il macrogamete ha due importanti funzioni: per prima cosa deve sintetizzare e stoccare
tutti gli elementi nutrizionali per consentire la sporulazione nell'ambiente esterno, e
sostenere la sopravvivenza degli sporozoiti per lunghi periodi (al massimo un anno). In
secondo luogo, deve sintetizzare i componenti specifici necessari per formare la parete
dell'oocisti. Percio durante lo sviluppo, non c'e divisione cellulare ma, durante la fase di
accrescimento del parassita, viene sintetizzata una grande quantitd di granuli che
vengono stoccati nel citoplasma; inoltre possono essere identificate altre strutture
specifiche che saranno in seguito coinvolte nella formazione della parete dell'oocisti
(Ferguson et al, 1974; Dubey et al., 1998).

I macrogameti, che rappresentano la parte femminile,rimangono all'interno della cellula
infettata, mentre i microgameti che rappresentano la parte maschile, distruggono
I'enterocita parassitato dal macrogamete ; ed & qui che si forma lo zigote dalla fusione di
gamete maschile e gamete femminile (figura 4).

Lo zigote si trova sempre all'interno della cellula intestinale, e si circonda di una parete
cistica dando vita alle oocisti che vengono rilasciate nel lume intestinale e in seguito

eliminate con le feci.
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Fig. 3A-C: light micrographs through the small intestine of the cat
showing the appearance of the various coccidian stages (both asexual
and sexual) developing in the enterocytes (arrows). Ma: macrogame-
tocyte; Mi: microgametocyte; S: schizont. Bars = 10 ym

Figura 4: Intestino di gatto.
Vari stadi (asessuali e sessuali) che si sviluppano all’interno degli enterociti.

Ma: macrogametociti; Mi: microgametociti; S: schizonti (Ferguson, 2009).

Il periodo di prepatenza ha durata variabile a seconda della modalita d'infezione: si parla
di periodo di prepatenza breve, quando l'animale ingerisce cisti tissutali, ed ha una
durata di 3-10 giorni; si parla di periodo di prepatenza lungo quando l'animale assume
oocisti sporulate ed ha una durata da 18 a 49 giorni. Comunque sia le oocisti non
vengono eliminate per un periodo superiore ai 15 giorni. (Dubey, 1996b).

Durante questo breve periodo di patenza la quantita di oocisti che viene emessa con le
feci puo raggiungere la cifra di 100 milioni. Il gatto difficilmente elimina oocisti dopo
una seconda infezione e cio & dovuto alla risposta immunitaria; quando questa viene a
mancare, ad esempio in caso di trattamenti immunosoppressori (corticosteroidi ad alto
dosaggio e per lunghi periodi di tempo), si puo avere una ripresa dell'eliminazione delle
oocisti (Lindsay, 1997); cid non sembra accadere in caso di malattie
immunosoppressive causate da malattie infettive (es: FIV, FeLV) (Lappin et al, 1992;
Lappin et al 1996; Svobodova et al 1998)

T.gondii si €& biologicamente adattato per essere trasmesso dai gatti attraverso il
carnivorismo, invece, la trasmissione attraverso le oocisti & piu efficiente attraverso gli
ospiti intermedi (mammiferi ed uccelli). E stato visto attraverso degli esperimenti, che i
bradizoiti sono piu infettanti per i gatti e le oocisti sono piu infettanti per i topi (Dubey
et.al 1996), i gatti possono essere infettati anche con un solo bradizoite, cosa che non ¢
possibile con i topi. | gatti si infettano anche con una piccola quantita di bradizoiti, per
poi diffondere milioni di oocisti.
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L'oocisti non e infettante prima della sporulazione, le oocisti non sporulate sono
semisferiche o sferiche e hanno una dimensione di 10-12 um di diametro.

L'oocisti sporulata é invece elissoidale e sono del diametro di 11-13 pm, ogni oocisti ha
due sporocisti che misurano 6-8 um. Ogni sporociste contiene quattro sporozoiti. Nella
fase esogena, l'oocisti non sporulata viene liberata all'esterno dove sopravvive
all'interno delle feci anche per mesi, in suolo umido.

La sporulazione dell'oocisti avviene dopo 2-21 giorni, in base alla temperatura presente,
I'oocisti sporulata presenta 2 sporocisti con 4 sporozoiti in ogni sporocisti.

Rimangono vitali a 4°C per mesi e sporulano se riportate in condizioni ideali; a 37°C
sopravvivono per 24 ore e vengono uccise a 50°C per 10 minuti.(Dubey et al 1970).
Inoltre perdono la capacita di sporulare se tenute a 4°C per 11 settimane (Lindsay et al
2002).

Le oocisti non sporulano se messe a contatto con formalina (0,3%).

Zygotes form oocysts
excreted with faeces

@

oocyst releases sporozoites
differentiation into tachyzoites

oocysts eaten
by foraging animals

™Y

definitive host 4 intermediate hosts

Y

bradyzoites differentiate
to gametocytes

tachyzoites invade and
replicate in cells

~
2L D

tissue cyst eaten by felids

immune activation of the host
tachyzoites differentiate into bradyzoites
formation of tissue cyst

bradyzoites invade epithelial
cells and start division

Figura 5: Ciclo Biologico di Toxoplasma gondii.
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Ciclo extraintestinale ( fase asessuata e schizogonia)

La fase extraintestinale, nella quale il parassita si riproduce solo in maniera asessuata,
puo aver luogo in ogni animale a sangue caldo, mammiferi (incluso lo stesso gatto) o
uccelli.

Questi ospiti intermedi, possono infettarsi ingerendo oocisti mature presenti nelle feci o
in seguito al consumo di carne di animali parassitati; dopo essere stata ingerita,
precisamente a livello dell'intestino tenue, si liberano gli sporozoiti dall'oocisti e
penetrano all'interno dei macrofagi (SRE) e quindi circolano nel sangue; nel macrofago
si formano i tachizoiti, cistozoiti o endozoiti all'interno di una ciste che si forma come
reazione alla risposta immune dell'ospite, preferibilmente all'interno della muscolatura,
del SNC o anche all'interno dell'occhio, anche se pud comunque localizzarsi ovunque.
All'interno delle cellule dei tessuti invasi, si formano i vacuoli parassitofori nei quali
T.gondii nella forma di tachizoite si moltiplica in una serie di divisioni binarie (circa 30
4) finché la cellula infetta non scoppia disseminando i tachizoiti per via ematica e
linfatica in tutto I'organismo con conseguente invasione delle cellule di numerosi organi
e tessuti (Dubey et al., 1998).

La fase acuta, che nei soggetti immunocompetenti dura 1-2 settimane, induce una forte
risposta immunitaria, sia umorale che cellulo-mediata che elimina le manifestazioni
cliniche della malattia e induce il parassita ad incistarsi in alcuni tessuti e a
differenziarsi in una forma riproduttiva lenta, detta bradizoita.

La formazione delle cisti e quindi dei bradizoiti determina la cronicizzazione della
malattia, tali stadi del parassita permangono all'interno dell'ospite anche per tutta la vita.
| bradizoiti hanno una scarsa capacita di replicazione e restano quiescenti all'interno
della cisti tissutale; si possono localizzare in qualunque parte dell'organismo, ma con
una particolare predilezione per la muscolatura scheletrica e cardiaca, l'occhio, il
sistema nervoso centrale, il polmone ed il fegato. La formazione della cisti ¢ dovuta
all'equilibrio che si instaura tra il sistema immunitario dell'ospite e il parassita; una
volta che questo é raggiunto, l'infezione decorre senza ricomparsa di sintomi clinici,
almeno fino a quando non si hanno condizioni di caduta delle difese immunitarie, in
seguito alle quali si possono riattivare le forme quiescenti che si trasformano
nuovamente in tachizoiti  (riattivazione) che portano alla formazione di altre

pseudocisti.
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In seguito all'ingestione dei tessuti, nel quale il parassita si € incistato, da parte di un
altro animale, le cisti liberano il proprio contenuto di bradizoiti, i quali invadono
I'intestino per poi differenziarsi in tachizoiti e provocare la fase acuta in un nuovo
ospite.

E importante sottolineare come i felini siano gli unici ad emettere oocisti.

CAPITOLO 2: NEOSPORA CANINUM

2.1 INTRODUZIONE:

Neospora caninum, € un protozoo parassita strettamente correlato con Toxoplasma
gondii, responsabile di aborto nella bovina e di patologie nervose nei vitelli.

E stato isolato per la prima volta nel 1984 in Norvegia in cani colpiti da encefalite e
miosite (Bjerkas et al., 1984); successivamente, nel 1988, questa ed altre segnalazioni
vennero identificate come causate da un unico agente eziologico, denominato appunto
come Neospora caninum (Thilsted et al., 1989; Dubey et al., 1988).

Da alcuni studi epidemiologici si ritiene che N.caninum, in alcune zone come ad
esempio la California, 1’Australia, la Nuova Zelanda, 1’Olanda, il Regno Unito,
rappresenta dal 20% al 43% di tutte le cause di aborto (Pfeiffer et al., 1997; Dubey.,
1999); I’infezione potrebbe coinvolgere oltre il 20% degli allevamenti. E stata descritta
come importante causa di aborto anche nelle regioni della Scandinavia (Petersen et
al.,1999).

I danni economici sono legati sostanzialmente all’aborto che avviene generalmente tra il
IV ed il VII mese di gestazione con la conseguente perdita del vitello e mancata
produzione lattea, nonché i conseguenti costi veterinari; € stata osservata anche una
diminuzione del 5% della produzione di latte durante la prima lattazione nelle bovine
infette che non hanno abortito (French et al.,1999) Inoltre si hanno sicuramente costi
legati alla diagnosi, al ripristino della riproduttivita degli animali, che comprende
inseminazione artificiale, I’acquisto di animali per la rimonta, se necessario, e, infine, il
costo per ’eventuale eliminazione di bovini sieropositivi € per 1’acquisto di animali

sieronegativi (Dubey .,2003).
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2.2 CARATTERISTICHE GENERALI DI NEOSPORA CANINUM

La Neosporosi € una patologia a carattere abortigeno sostenuta da N.caninum; & emersa
in tutto il mondo come un’importante causa di patologia riproduttiva che colpisce sia
bovine da latte, da carne e ovini (Dubey et al., 1996; Anderson et al., 2000, Filho et al
2017). N.caninum e un parassita intracellulare obbligato a prevalente localizzazione
intracitoplasmatica, correlato morfologicamente e antigenicamente con Toxoplasma
gondii.

Neospora caninum fa parte del Phylum Apicomplexa,classe Sporozoa, sottoclasse
Coccidia, ordine Eucoccidiorida, sottordine: Eimeriorina, famiglia: Sarcocystiidae,
genere: Neospora, specie: caninum.

La prima descrizione di N.caninum risale al 1984, in Norvegia, dove Bjerkas et al.
(1991) isolarono un parassita strutturalmente assimilabile a Toxoplasma gondii, dal
cervello e dal tessuto muscolare di cani affetti da una forma clinica di encefalopatia,
senza pero che gli animali avessero anticorpi contro T.gondii.

Nel 1988, in USA, si isolo un parassita di caratteristiche simili in 10 cani che soffrivano
di alterazioni neurologiche, dimostrando, con l'utilizzo di tecniche sierologiche e
immunoistochimiche, che si trattava di un parassita differente da Toxoplasma gondii, e

per questo venne dato il nome di Neospora caninum (Dubey et al., 1988).

2.3 STADI MORFOLOGICI

Anche N.caninum si presenta in numerosi stadi evolutivi:

e Stadio di tachizoita
e Stadio di bradizoita

e Stadio di oocisti
| tachizoiti di N.caninum sono stati rinvenuti in molte cellule tra le quali: neuroni,

macrofagi, miociti, epatociti, fibroblasti, fibrocellule muscolari, nelle cellule degli

endoteli vasali e nell’epitelio tubulare renale (Dubey e Lindsay, 1996); inoltre hanno la
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capacita di attraversare la barriera placentare ed essere cosi un’importante causa di
infezione del prodotto del concepimento.

Il parassita puo essere libero nel citoplasma o all’interno di vacuoli parassitofori che
possono essere anche piu di uno in una cellula (Dubey e Lindsay, 1996) . Una cellula
puo contenere anche fino a 100 tachizoiti e la penetrazione del tachizoita nella cellula
avviene in tempi molto ristretti (Dubey et al., 1996).

Nel processo di invasione della cellula ospite, svolge un ruolo fondamentale il
complesso apicale, un insieme di strutture citoscheletriche e vescicolari presente in tutti
gli stadi invasivi degli Apicomplexa.

La componente citoscheletrica é costituita dal conoide, che e in grado di estroflettersi
durante I’invasione, mentre la componente vescicolare € costituita dai micronemi e dai
rhoptries, organelli che secernono il proprio contenuto apicalmente.

I rhoptries sono strutture elettrondense quindi particolarmente visibili, anche per le loro
dimensioni decisamente superiori a quelle di altre strutture interne del tachizoita (Dubey
et al., 2002)

Il processo di invasione richiede 15-20 secondi, culminando nella formazione di un
vacuolo parassitoforo all’interno del quale il parassita si moltiplica.

I micronemi contengono un corredo di proteine adesive le quali, esposte sulla superficie
del tachizoita (SAG1, MIC1, MIC4), contribuiscono alla formazione della cosiddetta
“giunzione mobile”. Questa struttura, che crea un contatto tra la membrana di
N.caninum e quella della cellula ospite, dipende dall’interazione specifica tra domini
adesivi delle proteine dei micronemi e ligandi espressi sulla membrana della cellula
bersaglio. La secrezione del contenuto dei micronemi € un processo stimolato dalla
mobilizzazione delle riserve di Ca++ intracellulare del parassita, con conseguente
aumento della concentrazione intracellulare di questo ione. Successivamente ai
micronemi, sono i rhoptries a rilasciare il proprio contenuto di proteine (ROP2), per lo
piu coinvolte nella modificazione del vacuolo parassitoforo.

Il bradizoita & la forma latente del parassita e ne permette la notevole e durevole
resistenza nell’ospite intermedio.

Si localizzano all’interno di cisti tissutali, le quali si rinvengono soprattutto a livello di
sistema nervoso centrale (cervello, midollo spinale, nervi periferici) e retina (Dubey et
al., 1988). Piu recentemente, cisti contenenti bradizoiti sono state osservate anche a
livello di muscolo in alcuni bovini (Peters et al., 2001).
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Le cisti tissutali di N.caninum possono raggiungere un diametro di 107 pum e possono
essere di forma ovale o rotonda (Dubey e Lindsay, 1996) e contenere dai 20 ai 100
bradizoiti (Speer et al., 1999); lo spessore della parete puo variare dai 0,5 ai 4 um: lo
spessore varia in base all’cta della cisti stessa (Speer et al., 1999).

L'oocisti, e lo stadio in cui il parassita, potenzialmente infettante, viene eliminato
dall’ospite definitivo.

Il cane, infatti, elimina con le feci le oocisti nella forma non sporulata, altamente
resistenti nell’ambiente esterno (McAllister et al., 1998; Lindsay et al., 1999). Solo
all’esterno dell’ospite definitivo e dalle 24 alle 72 ore dalla loro espulsione, le oocisti di
Neospora sporulano (Figura 6), diventando appunto oocisti sporulate, forma infettante,
che possono cosi venir ingerite dall’ospite definitivo od intermedio (Lindsay, 1998).
Ogni oocisti contiene due sporocisti, che a loro volta contengono quattro sporozoiti
(Dubey, 1999).

Le oocisti hanno forma ovoidale o sferica, sono costituite da una doppia parete e le
dimensioni variano da 11,3 a 11,7 um (McAllister et al., 1998; Dubey, 2002). Le
sporocisti contenute all’interno dell’oocisti sporulata, sono di forma ellissoidale e
possiedono un nucleo posizionato centralmente o nella parte posteriore (Lindsay et al.,
1999).

e
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Fig.6:A: oocisti di N.caninum
non sporulata B:oocisti di
N.caninum sporulata

(www.monografias.com)
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2.4 CICLO BIOLOGICO DI NEOSPORA CANINUM

Il ciclo dixeno di N.caninum richiede la presenza di due ospiti:

e ospite intermedio;

e ospite definitivo.
Il ciclo (Figura 7) ha inizio con I’ingestione, da parte di un animale (ospite intermedio o
definitivo), delle oocisti sporulate (contenenti 8 sporozoiti) emesse nell’ambiente
esterno dall’ospite definitivo (cane, coyote...) (Dubey et al 2007) . Nell’ospite
definitivo, gli sporozoiti, arrivati a livello intestinale, ad esempio, con 1’alimento
contaminato, penetrano ciascuno in una cellula della mucosa intestinale, utilizzando il
complesso apicale, nella cellula si trasformano in trofozoiti che si nutrono della cellula
stessa, aumentando di dimensioni.
A questo punto prende il via la fase di riproduzione asessuata (schizogonia)
caratterizzata dalla moltiplicazione del nucleo dei trofozoiti, senza la contemporanea
suddivisione citoplasmatica.
Da questo processo deriva una forma multinucleata, denominata schizonte.
Successivamente segue la divisione cellulare con la formazione di numerosi merozoiti,
che escono dalla cellula ospite ormai distrutta e penetrano in altre cellule intestinali
vicine per ripetere tutto il processo di schizogonia .
Il numero di fasi di schizogonia non & conosciuto, molto probabilmente é variabile ed in
funzione dell’attivazione pit 0 meno immediata della risposta immunitaria dell’animale
stesso.
A questo punto i1 merozoiti prodotti nell’ultimo ciclo di schizogonia, penetrano
ulteriormente in un enterocita dando inizio alla fase di riproduzione sessuata di
N.caninum.
Una parte dei merozoiti da origine a gameti “femminili”, singoli, mononucleati ed
ancora endocellulari (macrogameti) ; un’altra parte da invece origine ai gameti
“maschili”, mobili ed extracellulari (microgameti) , che individuano le cellule contenti il
gamete “femminile”, vi penetrano fondendosi col macrogamete e dando origine
all’unica fase diploide (zigote) del parassita . Lo zigote quindi comincia a ricoprirsi di
una parete di protezione ed abbandona la cellula della mucosa intestinale, cadendo nel

lume intestinale e raggiungendo 1’ambiente esterno con le feci (oocisti non sporulata).
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All’esterno avviene la fase di sporulazione dell’oocisti, la quale, dopo circa 24-72 ore,
si trasforma in una oocisti sporulata costituita al suo interno da due sporocisti contenenti
ognuno 4 sporozoiti.

L’ospite definitivo, puo inoltre infettarsi attraverso 1’ingestione di tessuti contenenti
cisti parassitarie di N.caninum. | bradizoiti, presenti nelle cisti, similmente agli
sporozoiti, si liberano nel lume intestinale e si trasformano in tachizoiti i quali danno
inizio alla fase di moltiplicazione asessuata, per terminare con la formazione dello

zigote e quindi dell’oocisti non sporulata.
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Figura 7: Ciclo biologico di Neospora caninum. (www.lookfordiagnosis.com)

Quando invece le oocisti sporulate sono ingerite dall’ospite intermedio (bovino, cavallo,
ovi-caprini...), i trofozoiti, dopo essersi liberati della parete cistica, vengono rilasciati
nel lume intestinale e divengono tachizoiti.

I tachizoiti si dividono rapidamente e diffondono in tutto I’organismo, invadendo le
cellule di numerosi organi (fegato, reni, cuore, polmoni, muscoli, derma e SNC) nelle
quali avviene la moltiplicazione asessuata (scissione binaria): lo stadio di tachizoite ¢
associato ad inflammazione e necrosi nel sito d’invasione (Dubey e Lindsay, 1999).
Nelle bovine gravide, i tachizoiti possono nel giro di poco tempo, invadere il feto
passando attraverso la placenta, ed essere cosi causa di aborto.

A seguito della risposta immunitaria dell’animale, i tachizoiti si “rifugiano” all’interno
di una cisti, trasformandosi in bradizoiti.

Le cisti tissutali sono circondate da una parete cistica molto spessa e resistente, e sono

reperibili principalmente nei tessuti neuronali (cervello, midollo spinale) (Dubey et al
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1988). | tessuti cistici inducono una reazione infiammatoria minima e possono
persistere nel bovino per lunghi periodi di tempo senza manifestazioni cliniche.

Si presume che, in corso di una gravidanza, i bradizoiti latenti in queste cisti vengano
attivati, e si differenzino nello stadio di tachizoite, infettivo e mobile, che raggiunge,
attraverso i tessuti, il sangue e/o sistema linfatico, la placenta e il feto ed essere cosi
causa di aborto. Come risultato di questa "riattivazione" dei parassiti, ripetute infezioni

fetali possono verificarsi nella stessa madre infetta, nelle gravidanze successive.

In conclusione a questa prima parte possiamo quindi affermare che T.gondii € un
protozoo intracellulare obbligato delle cellule nucleate, con stadi intestinale ed extra-
intestinali, ha un ruolo molto importante come zoonosi cosmopolita, e per la sanita
pubblica in genere.

N.caninum & anche questo un protozoo intracellulare obbligato, strettamente correlato
con T.gondii, € considerata una delle pit importanti cause di aborto nei bovini e negli
ovini, ed ha quindi un significativo impatto economico nel comparto zootecnico.

Il gatto e il cane sono rispettivamente gli ospiti definitivi di T.gondii e N.caninum,
mentre nelle altre specie animali si svolge il ciclo tissutale con formazione di cisti
terminali (contenenti bradizoiti) negli organi target (SNC, tessuto muscolare striato e
cardiaco).

Gli ospiti intermedi sono rappresentati da tutti i vertebrati omeotermi (mammiferi e
uccelli), all'interno dei quali si formano le cisti tissutali, prevalentemente nel SNC,
muscoli scheletrici e cardiaci dove restano latenti a meno che I'animale non diventi

gravido.

CAPITOLO 3: SCOPO DELLA TESI

Lo scopo della tesi, & stata un'indagine epidemiologica volta a rilevare la presenza di
DNA di Toxoplasma gondii e Neospora caninum e di anticorpi specifici nella
popolazione degli uccelli selvatici prevalentemente nella provincia di Pisa e Livorno.

Difatti, mentre la presenza di toxoplasma in specie aviarie & nota da tempo, anche se i
dati epidemiologici in Italia sono piuttosto scarsi, Neospora caninum € stata osservata

soltanto di recente in alcuni uccelli selvatici.
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Dato I’impatto di questi parassiti sulla sanita pubblica e su quella animale abbiamo
ritenuto utile valutarne la presenza in uccelli selvatici, che potrebbero fungere da ospiti
intermedi e di conseguenza rivestire un ruolo nella diffusione di tali parassiti,

considerando anche che molti uccelli sono migratori.

CAPITOLO 4: MATERIALI E METODI

4.1 ANIMALLI:

Lo studio che abbiamo eseguito € stato condotto su uccelli selvatici di specie diverse,
che ci ha gentilmente ceduto la LIPU, si trattava di esemplari ricoverati nella struttura
deceduti per varie cause, inoltre abbiamo analizzato anche diverse specie di anatidi

provenienti da normale attivita venatoria nella provincia di Pisa.

4.2 CAMPIONAMENTO:

Gli esemplari utilizzati per questo studio sono stati 217 volatili di specie diverse, di
questi, 64 maschi, 106 femmine e 47 non identificati (Tabella 1).

E stata effettuata in sede necroscopica, la raccolta del cuore, del cervello e del sangue,
da coagulo intracardiaco (dove possibile) da cui € stato ottenuto il siero per il test di
immunofluorescenza indiretta.

I campioni dei tessuti sono stati mantenuti a — 20°C fino all’esecuzione dei test.

Anseriformes:

Alzavola (Anas crecca) 73 23/50

Codone (Anas acuta) 5 0/5
Germano (Anas platyrhynchos) 28 15/13
Fischione ( Anas penelope) 23 10/13

Canapiglia (Anas strepera) 3 0/2

Moriglione (Aythya ferina) 3 2/1

Volpoca (Tadorna tadorna) 3 1/2

Marzaiola (Anas querquedula) 1 0/1
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Moretta (Aythya fuligula) 1 0/1
Mestolone comune (Anas clypeata) 8 2/6
Oca italiana (Anser anser) 1 X
Passeriformes:
Storno (Sturnus vulgaris) 2 1/0
Corvo (Corvus frugilegus) 2 1/0
Occhiocotto (Sylvia melanocephala) 1 X
Ghiandaia (Garrus glandarius) 1 1/0
Lucherino (Spinus spinus) 1 X
Cinciallegra (Parus major) 1 X
Lui piccolo (Phylloscopus collybita) 1 X
Capinera (Sylvia atricapilla) 1 X
Columbiformes:
Piccione ( Columba livia) 3 0/1
Colombaccio ( Columba palumbus) 8 4/1
Falconiformes
Gheppio comune (Falco tinnunculus) 6 X
Falco pellegrino (Falco peregrinus) 1 X
Galliformes:
Fagiano comune (Phasianus colchicus) 3 2/1
Charadriiformes:
Beccaccino (Gallinago gallinago) 6 X
Pavoncella (Vanellus vanellus) 2 X
Gabbiano reale (Larus michahellis) 18 17
Accipitridae:
Poiana comune (Buteo buteo) 4 X
Strigidae:
Gufo comune (Asio otus) 1 X
Gruiformes:
Folaga comune (Fulica atra) 2 0/1
Strigiformes:
Civetta (Athene noctua) 3 0/1
Pelecaniformes:
Airone cenerino (Ardea cinerea) 1 1/0

Tabella 1: Esemplari utilizzati per il nostro studio.
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4.3 DESCRIZIONE DELLE METODICHE:

4.3.1 Estrazione del DNA:

Per I'estrazione del DNA & stato utilizzato un kit, il DNeasy ® Blood & Tissue ( Qlagen,
Milano IT).

Dopo essere stati scongelati, circa 200 mg di cervello e cuore sono stati inseriti in
singole eppendorf, cui sono stati aggiunti circa 200 ul di tripsina, e dopo aver agitato i
campioni per alcuni secondi, sono stati incubati a 37C° per almeno un'ora e mezza, per
far si che il campione venga digerito adeguatamente e venga omogeneizzato il piu
possibile.

Dopo di che, 25 mg del campione, sono stati addizionati a 180 pl di buffer ATL e 20 pl
di proteinasi K, per completarne la digestione a 56 C° per circa tre ore.

Passato il tempo necessario, si prosegue con l'estrazione, aggiungendo alle eppendorf
200ul di buffer AL e 200 u di etanolo, ponendo subito sul vortex dopo l'aggiunta di
ciascun composto, per omogeneizzare il contenuto.

Si preleva poi tutto il contenuto della mia eppendorf, cioé 620 pl, e si trasferisce in una
DNeasy Mini spin column in un collection tube per poi centrifugare, per 1 minuto a
8000 g. Dopo aver eliminato il collection tube con il filtrato, si mette poi la DNeasy
Mini spin column in un nuovo collection tube. A questo punto si aggiungera 500 pl di
Buffer AW1 nel mini spin column e si centrifuga nuovamente per 1 minuto a 8000 g, al
termine della centrifuga , dopo aver eliminato il collection tube ed il contenuto, si mette
nuovamente la DNeasy Mini spin column in un nuovo collection tube e si aggiunge 500
ul di Buffer AW2 (nel passaggio precedente) e questa volta si centrifuga per 3 minuti a
14000 g.

Al termine della centrifugazione si elimina il liquido presente nel collection tube, ma
non sostituendo il collection tube e si mette nuovamente a fare una centrifuga per essere
sicuri che la membrana della DNeasy Mini spin column sia totalmente secca.
Terminata la centrifuga si elimina il collection tube e si inserisce la mini colonna
nell'eppendorf che conterra il DNA estratto, ed aggiungiamo 100 pl di Buffer AE
cercando di centrare la membrana della mini colonna, si tiene poi in posizione eretta
per tre minuti, per poi effettuare una centrifuga di 1 minuto a 8000 g

Ripeto nuovamente il passaggio, aggiungendo 100 ul di Buffer AE e tenendo in

posizione eretta per tre minuti per centrifugare nuovamente per 1 minuto a 8000 g.
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Terminata la centrifuga si puo eliminare la mini colonna e chiudere I'eppendorf con
all'interno il DNA appena estratto, ¢ riporla a 4°C finché non verra utilizzato per
effettuare la PCR.

4.3.2 Polymerase chain reaction (PCR)

La PCR, ideata nel 1983 da Kary B. Mullis, e una tecnica di biologia molecolare che
consente la moltiplicazione (detta amplificazione) esponenziale in vitro di frammenti di
acidi nucleici dei quali si conoscono le sequenze nucleotidiche iniziali e terminali.

Per quanto riguarda la diagnostica di T.gondii utilizzeremo un tipo di PCR diverso da N.
caninum , cioé la Nested-PCR.

La nested PCR e una variante della tecnica di PCR, utilizzata per aumentare la
specificita dell’amplificazione, che prevede due distinte e successive reazioni di
amplificazione:

1. Nella prima amplificazione (prima PCR) si utilizza una coppia di primers (detti
esterni) che amplificano un frammento di DNA.

2. Nella seconda amplificazione ( seconda PCR) si utilizza una coppia di primers diversi
che amplificano un frammento di DNA interno a quello amplificato nella prima
reazione. In pratica, il prodotto amplificato nella prima PCR viene trasferito in una
seconda provetta contenente una nuova miscela di reazione, uguale alla precedente per
tutti 1 componenti ad eccezione dei primers. Il target dell’amplificazione ¢ presente in
condizioni completamente diverse nelle due reazioni di PCR, infatti, nella prima ci sono
poche copie della sequenza bersaglio in un “background” di altro DNA (come quello
dell’ospite ) mentre nella seconda PCR il numero di sequenze bersaglio e maggiore e il
“pbackground” ¢ significativamente ridotto.

Si tratta, quindi, di una modifica della PCR tradizionale destinata a ridurre eventuali
prodotti aspecifici non desiderati in seguito all’amplificazione di siti di legame di
primer inaspettati ( primers che possono legarsi a regioni di DNA non corrette).
In questo modo, si viene ad aumentare la resa e la specificita di PCR particolarmente
difficili.

La PCR ¢ il passo successivo all'estrazione del DNA.
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Gli elementi necessari per eseguire la PCR sono i seguenti. La TAQ polimerasi, 2
primer, un buffer di reazione ( una miscela di una serie di reagenti fondamentali per la
stabilita della reazione, insieme ai nucleotidi) e acqua, priva di nucleasi. Tutti i reagenti
indicati, tranne I’acqua, erano presenti nel kit WonderTaq® (Euroclone, Milano, Italia).
Dovendo eseguire la PCR sia per T.gondii che per N.caninum , il protocollo sara
diverso.

Per la reazione di PCR é stato impiegato il protocollo descritto da Jones et al., (2000)
che amplifica il gene B1 (Tabella 2).

Il protocollo per la PCR per T.gondii prevede i seguenti reagenti:

1 STEP:
e H,O=24yl
e Buffer =8 pl
e TAQ=0,25l
e Primer (Byout F) = 1ul
e Primer (ByoutR) = 1pl

Primer Oligonucleotidico Sequenza Lunghezza
amplificato

Primer forward 5-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3' 193pb

(filamento senso)

Primer forward 5-TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3' 193pb

(filamento antisenso)

Primer reverse (filamento 5-TGCATAGGTTGCAGTCACTG-3' 96pb

Senso)

Primer reverse (filamento 5-GGCGACCAATCTGCGAATACACC-3' 96pb

antisenso)

Tabella 2 : sequenza dei primer oligonucleotidici per I'amplificazione del DNA di T.gondii.

Vengono allestiti dei PCR-tube, dove inseriremo i nostri reagenti nelle quantita indicate.
Oltre al numero di PCR-tube corrispondenti al numero dei campioni in esame, &
necessario aggiungere anche un controllo positivo ed uno negativo, necessari a
verificare la corretta esecuzione del procedimento e I'assenza o0 meno di contaminazioni.
Una volta che i reagenti sono stati allestiti, inseriremo il DNA (6 ul ) nei rispettivi PCR
tube e poi potremo inserire i PCR-tube nel termociclatore per il tempo necessario

all'amplificazione del DNA.

28



Essendo una PCR- nested, dovro preparare il secondo step per la seconda

amplificazione, la quale prevede.

2° STEP
e H,O0=27ul
e Buffer =8 pl
e Taq=0,25ul
e dNTP=0,25pl
e Primer (ByinF)=1ul
e Primer (ByinR)=1yl

Come nel primo step, allestiremo delle PCR-tube dove inseriremo i nostri reagenti nelle
quantita indicate, dopo di che inseriremo 3 pl del prodotto di PCR del primo step,
inseriremo le PCR-tube nel termociclatore per la seconda amplificazione.

Per quanto riguarda la PCR per N.caninum e stato utilizzato il protocollo descritto da
Muiller et al (1996), che amplifica la sequenza targhet Nc5,ed ¢é il seguente (Figura 3):

PROTOCOLLO:
e H,O=24ul
e Buffer=8pl

e Primer (NP6+) =1 pl
e Primer (NP21+) =1 pl

e Taq=0,25ul
e dNTP=0,25pl
e DNA=6l
| Primer Sequenza Lunghezza amplificato
Np21plus 5'CCCAGTGCGTCCAATCCTGTAACSE
Entrambi  amplificano
Np6plus S'CTCGCCAGTCAACCTACGTCTTCT3' | un frammento di 337 pb

Tabella 3: Sequenza dei Primer per I'amplificazione del DNA di N.caninum.
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4.3.2 Elettroforesi su gel d'agarosio:

La fase successiva che servira per verificare 1’esito della PCR, ¢ I'elettroforesi su gel
d'agarosio.

La prima fase prevede la preparazione del gel di agarosio..

Per sintetizzare un gel al 2% di agarosio, € stato aggiunto 1 gr di agarosio in polvere
da biologia molecolare, in 50 ml di TAE- buffer, all'interno di una beuta che va inserita
in microonde per 2,15 minuti a 650 watt, in modo che si omogeneizzi il tutto.

Dopo di ché ci si trasferisce sotto cappa per aggiungere 2,5 pl di un colorante per acidi
nucleici  Euro-safe® (Euroclone, Milano, Italia) all'interno della beuta e si fa
raffreddare qualche minuto prima di versare il gel, ancora allo stato liquido in un
supporto di plastica, opportunamente preparato perché accolga il gel; inoltre, adagiato
sul supporto, & presente un “pettine” i cui “denti, una volta che il gel si sara solidificato,
lasceranno lo spazio dove inserire i campioni.

Passato il tempo necessario si toglie il pettine, e si mette il lettino nella cella
elettroforetica sommergendolo nel TAE buffer presente all’interno.

A questo punto, prelevati i PCR-tube dal termociclatore, si inserisce il loro contenuto
nei pozzetti del gel, ma I'inserimento prevede un ordine ben preciso (Figura 8).

Nel primo pozzetto inseriremo il Ladder Ready to load plus, (Euroclone, Milano,Italia),
che ci serve per verificare la lunghezza dei prodotti di amplificazione visualizzati , nel
secondo pozzetto metteremo il campione positivo e successivamente metteremo tutti i
campioni in esame, lasciando l'ultimo pozzetto per il campione negativo.

Inseriti tutti i pozzetti, si chiude la cella elettroforetica e si collega all'alimentatore di
corrente, applicando un voltaggio di 100V per 30 minuti.

Trascorso questo intervallo di tempo si toglie il gel dalla cella elettroforetica e si pone
sotto il transilluminatore che tramite la luce ultravioletta permette di visionare la
presenza di bande di DNA .
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Fig 8: Elettroforesi su gel d'agarosio con 4 positivi per T.gondii, i numeri 11,12,13 e 14.

(Foto personale).

Di questi , 201/217 sono stati analizzati per la ricerca di T.gondii tramite PCR su cuori e
cervelli estratti, 210/217 sono stati analizzati per la ricerca di N.caninum tramite PCR su

cuori e cervelli estratti.

4.3.2 Immunofluorescenza indiretta (IFAT):

L’immunofluorescenza ¢ una tecnica di rilevazione degli anticorpi molto usata per le
sue caratteristiche di sensibilita, specificita, riproducibilita e facilita di esecuzione.
L'esecuzione dell'immunofluorescenza indiretta (IFAT) per la ricerca di anticorpi anti
T.gondii é stata eseguita sui campioni di siero (ricavato da coaguli intracardiaci) ,
utilizzando Toxospot ® (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Francia) come antigene e un
anticorpo anti-pollo-1gG FITC (Sigma-Aldrich; con diluizione PBS 1:32).

Tutti i campioni di siero sono stati sottoposti a screening con una soglia di diluizione
1:10 e quelli positivi sono stati titolati con diluizioni per raddoppio.

Gli anticorpi contro N.caninum sono stati determinati utilizzando vetrini da 12 pozzetti
(Fullerton Lab, Fullerton California). 1 campioni di siero sono stati sottoposti a
screening con una diluizione soglia di 1:10 e i sieri positivi sono stati quindi titolati alla
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fine con una diluizione per raddoppio (Costa et al., 2008). I sieri diluiti (in PBS pH 7,2)
su vetrini sono stati incubati a 37 ° C per 30 minuti, quindi lavati in PBS e incubati di
nuovo usando un IgG anti-pollo coniugato con FITC (Sigma, Milano, Italia) diluito 1/30
come anticorpi secondari. Su ciascun vetrino sono stati inclusi sieri per il controllo
positivo e negativo.

Cinquantacinque campioni di siero sono stati analizzati con I'lFAT per la ricerca di

anticorpi contro T.gondii e N.caninum.

CAPITOLO 4: RISULTATI

Diciannove animali su 201(9,45%) sono risultati positivi per T.gondii, 19/210 (9,04%)
animali positivi per N.caninum.
Gli animali hanno presentato titoli anticorpali compresi tra 1:10 e 1:160.
Otto campioni sono risultati positivi per T.gondii (14,5%) e 14 per N.caninum (25,45%),
5 animali sono risultati positivi a entrambi i parassiti.
Nel nostro lavoro abbiamo ottenuto una prevalenza di infezione del (Grafico 1):

e 9,45% per T.gondii tramite PCR

e 9,04% per N.caninum tramite PCR

e 14,54% per T.gondii tramite IFAT

e 25,45% per N.caninum tramite IFAT

30.00%
25.00%
20.00%
15.00%
10.00%
5.00%
0.00% - -
Prevalenza Prevalenza Sieroprevalenz | Sieroprevalenz
molecolare di molecolare di adi T.gondii a di N.caninum
T.gondii N.caninum
Serie 1 9.45% 9.04% 14.54% 25.45%

Grafico 1: prevalenza molecolare e sieroprevalenza di T.gondii e N.caninum.
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In dettaglio, dei 19 animali positivi a T.gondii, il DNA di T.gondii e stato trovato in 15
cuori e 8 cervelli; inoltre 4/19 animali presentavano la presenza del DNA di T.gondii sia
nel cuore che nel cervello.

Per quanto riguarda N.caninum, nei 19 positivi, il DNA di N.caninum ¢ stato trovato in
11 cuori e 11 cervelli, e anche in questo caso 3 degli animali risultati positivi
presentavano DNA sia nel cuore che nel cervello.

Dei campioni analizzati, 3 sono risultati positivi al DNA di entrambi i parassiti,
presentando quindi una coinfezione, di cui dell'ordine degli Anseriformes, 2 esemplari
della specie Anas crecca e dell'ordine dei Columbiformes un esemplare di Columba

palumbus.

| risultati sono riportati in dettaglio in tabella 4.

Sesso  Titolo Titolo PCR PCR
anticorpale anticorpale T.gondii N.caninum
T.gondii N.caninum cuore/cervello cuore/cervello
Anas acuta F X X Negativo Positivo
(cervello)
Anascrecca M X X Positivo Positivo
(cervello) (cuore/cervello)
Anascrecca F X X Negativo Positivo
(cuore/cervello)
Anascrecca F X X Positivo (cuore)  Negativo
Anascrecca F X X Negativo Positivo
(cervello)
Anascrecca F X X Negativo Positivo (cuore)
Anascrecca F Negativo Positivo 1:10 Negativo Negativo
Anascrecca F Positivo Positivo 1:20 Negativo Negativo
1:10
Anascrecca F Negativo Positivo 1:20 Positivo (cuore)  Negativo
Anascrecca F Negativo Positivo 1:10 Negativo Negativo
Anascrecca F X X Negativo Positivo (cuore)
Anascrecca M Negativo Positivo 1:10 Negativo Negativo
Anascrecca F Negativo Positivo 1:40 Positivo (cuore)  Negativo
Anascrecca F Positivo Negativo Negativo Negativo
1:10
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Anascrecca F Positivo Negativo Negativo Negativo

1:10

Anascrecca F X X Negativo Positivo
(cervello)

Anascrecca F X X Positivo Positivo (cuore)

(cervello)

Anas F X X Negativo Positivo

penelope (cervello)

Anas F X X Negativo Positivo

penelope (cervello)

Anas F X X Positivo (cuore)  Negativo

penelope

Anas F Negativo Positivo 1:10 Positivo Negativo

penelope (cuore/cervello)

Anas M X X Negativo Positivo (cuore)

penelope

Anas F X X Negativo Positivo

penelope (cervello)

Anas M X X Negativo Positivo

penelope (cuore/cervello)

Anas F X X Negativo Positivo (cuore)

platyrhyncho

S

Anas M X X Positivo (cuore)  Negativo

platyrhyncho

S

Anas F Negativo Positivo 1:20 Negativo Negativo

platyrhyncho

S

Anas M Negativo Positivo 1:20 Negativo Negativo

platyrhyncho

S

Anas M X X Negativo Positivo

platyrhyncho (cervello)

S

Anas F Positivo Positivo 1:20 Negativo Negativo

platyrhyncho 1.10

S

Anas M X X Positivo Negativo

platyrhyncho (cervello)

S

Anas M X X Negativo Positivo(cuore)

platyrhyncho

S

Buteo buteo  n.d X X Negativo Positivo (cuore)

Buteo buteo  n.d Positivo Positivo 1:40 Negativo Negativo

1:160

Columba F X X Positivo Positivo (cuore)

palumbus (cuore/cervello)

Corvus n.d Negativo Positivo 1:40 Negativo Negativo

frugilegus

Falco n.d Positivo Negativo Negativo Negativo

tinnunculus 1:160
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Falco
tinnunculus
Falco
tinnunculus
Gallinago
gallinago
Larus
michahellis
Larus
michahellis
Larus
michahellis
Larus
michahellis
Phasianus
colchicus
Sturnus
vulgaris
Vanellus
vanellus
Vanellus
vanellus

n.d

n.d

n.d

n.d

n.d

n.d

X

X
Positivo
1:10

X

X

X
Positivo
1:160

X

X

X

X

Positivo 1:10

X

X

X

Positivo 1:40

X

Positivo
(cuore/cervello)
Positivo
(cuore/cervello)
Negativo
Positivo (cuore)
Positivo
(cervello)
Positivo (cuore)
Positivo (cuore)
Positivo (cuore)
Positivo (cuore)

Positivo (cuore)

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo
(cervello)

Tabella 4: Risultati ottenuti per la ricerca di T.gondii e N.caninum con PCR e IFAT.

CAPITOLO 5: DISCUSSIONE

Nel presente lavoro, € stata eseguita un'indagine finalizzata a valutare la presenza di
T.gondii e N.caninum in alcuni uccelli viventi allo stato libero in Toscana, prevalentemente
nelle provincie di Pisa e Livorno.

| risultati ottenuti ritengo siano stati soddisfacenti, considerando le poche ricerche e studi

effettuati in Italia per valutare la presenza di questi parassiti.

T.gondii puo infettare una grande varieta di animali omeotermi ed é stato segnalato come
endemico in molti Paesi del mondo (Ajzenberg et al., 2004; Dubey 2004), causa di gravi
lesioni e malformazioni fetali (Tenter et al., 2000). Conoscere la prevalenza di infezioni

parassitarie delle specie selvatiche puo essere di grande importanza, anche per le strategie

di protezione ambientale (Artois, 1993).
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La fauna selvatica difatti ¢ un ottimo indicatore di rischio di trasmissione all’uomo e agli
animali di interesse zootecnico ( Gennari et al 2004).

N.caninum e un importante agente di aborto nella specie bovina e ovina con calo della
produzione lattea nelle bovine infette che non hanno abortito (French et al., 1999; Shaapan
2016).

Animali viventi allo stato libero, come uccelli e mammiferi selvatici possono essere
utilizzati come sentinelle per T.gondii e N.caninum ( Tenter et al., 2000).

Per quanto riguarda il riscontro di T. gondii in specie aviarie, a parte le prime segnalazioni
risalenti alla prima meta del secolo scorso, per le quali & impossibile risalire con certezza
all’agente eziologico le segnalazioni di infezione da toxoplasma sono numerose.

Nel susseguirsi degli anni, l'infezione e stata segnalata in numerose specie aviarie,
soprattutto quelle viventi nelle aree urbane come i piccioni, i passeri, i polli ruspanti e varie
specie di cornacchie (Du et al 2015; Abdoli et al 2015; Feng et al 2016; Salant et al 2015).
Gli uccelli migratori nel corso dei loro spostamenti possono piu facilmente infettarsi
ingerendo oocisti e/o diffondere l'infezione. I volatili carnivori, quali cornacchie, corvi, e
rapaci, potrebbero rivestire un ruolo importante nell'epidemiologia del parassita, viste le
loro abitudini alimentari, che prevedono la predazione, il cannibalismo, la necrofagia e il
consumo di vegetali e artropodi. Tali specie possono essere coinvolte nel ciclo di questi
protozoi e rappresentare una fonte di infezione per altri animali, e possono per questo essere
considerati degli animali sentinella (Waap et al., 2012).

Nelle cornacchie grigie sono riportate elevate prevalenze, in particolare nelle cornacchie
grigie (Corvus cornix) in Spagna é segnalata un'elevata sieroprevalenza (80,53%), che ha
suggerito, un importante ruolo di questa specie animale nell'epidemiologia del parassita
(Molina-Lépez et al.,2011).

In Israele le cornacchie (Corvus cornix,,Corvus monedula e Corvus splendens) e i grifoni
(Gyps fulvus) hanno presentato rispettivamente, valori di sieroprevalenza del 42,6% e del
39,6% (Salant et al.,2012).

Nella presente indagine solo una piccola percentuale di volatili era carnivora (su 18
esemplari carnivori, 3 sono risultati positivi all'lFAT e 2 alla nested-PCR, per un totale di 5
animali).

Per quanto riguarda i polli, sono riferite prevalenze in PCR del 16% in Cina (Feng et al.,
2016), e del 79% in Kenia (Mose et al 2016). Le sieroprevalenze riportate sono del 18.86%
in Cina (Feng et al., 2016) del 64% in Ghana, del 24,4% in Indonesia, del 12,5% in ltalia,
del 30% in Polonia e del 24,2% in Vietnam (Dubey et al., 2008).
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A proposito di animali viventi in aree urbane, in Cina, da uno studio condotto sul piccione
risulta una prevalenza molecolare del 30% (Du et al., 2015), dal Brasile invece uno studio
sui passeri ha dato una prevalenza molecolare del 20%, dai cuori estratti e una prevalenza
molecolare del 10%, dai cervelli estratti (Gondim et al.,2010).

Uno studio condotto in Italia su Anseriformi, ha mostrato una sieroprevalenza dell'8,7 %
(Mancianti et al.,2012), la sieroprevalenza ottenuta risulta piu bassa rispetto al nostro
studio (negli Anseriformi da noi analizzati la siero prevalenza risulta del 13,8 %), ma va
considerato anche il minor numero di animali analizzati, e per quanto riguarda la
prevalenza molecolare, sono stati analizzati soltanto gli animali positivi all'esame
sierologico e quindi non risulta ottimale fare un paragone.

| dati comunque sono congruenti con i risultati riportati in Cina su 11 specie diverse di
uccelli acquatici migratori la cui prevalenza e stata del 7,2%( Zhang et al.,2015) ed in
Canada sulle anatre canadesi (Branta canadensis) pari al 7,10% (Verma et al 2016).

E presente perd nel nostro studio una prima segnalazione di infezione nella pavoncella
(Vanellus vanellus).

| risultati da noi conseguiti sono confrontati con quelli presenti in letteratura in Tabella 5. 1
dati confrontati riferiti al gabbiano ed agli anseriformi sono in accordo, ad eccezione di
quanto riportato in A. penelope che ha presentato valori piu bassi (8.7%) rispetto a quanto
riferito da Murao et al., 2008.

Numero Prevalenza Animali Prevalenza
o] positivi nostro nostro

animali studio studio

Anseriformes

Anas crecca ltalia 41 7,30% 8/73 11,00%
(Mancianti et
al 2012)

Anas penelope Giappone 16 18,75% 2/23 8,70%
(Murao et al
2008)

Anas Repubblica 184 12% 3/28 10,80%
platyrhynchos ceca (Literak
et al 1992)

Italia 17 11,8%
(Mancianti et
al 2012)

Passeriformes
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Sturnus vulgaris Repubblica 69 1,40% 1/2
ceca (Literak
et al 1992)
Kazakistan 430 0,50%
(Pak 1976)
US.A 563 4,80%
(Haslett and
Schneider
1978)
Columbiformes
Columba Repubblica 12 8,30% 1/8
palumbus ceca
(Literak et
al 1992)
Falconiformes
Falco tinnunculus  Repubblica 1 100% 3/6
ceca
(Literak et
al 1992)
Galliformes
Phasianus Repubblica 590 2,40% 1/3
colchicus ceca
(Literak et
al 1992)
Accipitridae
Buteo buteo  Kazakistan 12 8,30% 1/4
(Pak 1976)
Repubblica 123 8,10%
ceca
(Literak et
al 1992)
Charadriiformes
Vanellus vanellus Italia n.d 1/2
Larus michahellis Repubblica 61 16,40% 4/18 22,22%
ceca
(Literak et
al 1992)
Gallinago Italia 8 25% 1/6
gallinago (Mancianti
et al 2012)

Tabella 5: Confronto delle prevalenze del nostro studio con altri studi (per campioni inferiori a

10 non ¢ riportato il valore di prevalenza)
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N. caninum condivide molte caratteristiche morfologiche e biologiche con T. gondii (Dubey
et al., 2002, 2007;Dubey and Schares, 2011). Prima del suo riconoscimento nei cani
norvegesi nel 1984 (Bjerkas et al., 1984) e la conseguente classificazione come specie
distinta nel 1988 (Dubey et al., 1988), molte infezioni da N.caninum sono state
erroneamente diagnosticate come toxoplasmosi (Dubey et al., 2002; Dubey and Schares,
2011).

A seguito di riscontri in merito alla correlazione tra presenza di uccelli negli allevamenti
bovini e aumento della siero prevalenza e degli aborti, & stato ipotizzato il ruolo degli
uccelli, nella trasmissione del parassita, sia come vettori meccanici che come ospiti
intermedi (Bartels et al., 1999; Ould-Amrouche et al.,1999; Otranto et al., 2003).
Recentemente il pollo domestico (Gallus domesticus) e stato identificato come ospite
intermedio del parassita (Costa et al., 2008), piu recentemente sono riportati anticorpi anti
N.caninum e/o DNA, in passeri (Passer domesticus) (Gondim et al., 2010), corvi imperiali
(Corvus corax) e gazze (Pica pica) (Molina-Lopez et al., 2012),.

Feng et al., (2016) hanno riportato una sieroprevalenza del 23,14% nel pollo in Cina.
Sempre in Cina nel piccione, la prevalenza molecolare ¢ risultata del 30%(Duet al., 2015) e
nel passero in Iran ¢ stata riferita una prevalenza molecolare del 3,68% (Abdoli et al 2015).
Studi effettuati su alcune specie di cornacchie in Israele, evidenziano una sieroprevalenza
del 16,4% (Salant et al.,2015), mentre nella cornacchia grigia in Spagna,
I'immunofluorescenza indiretta ha dato una sieroprevalenza del 35,8%(Molina-Ldpez et al
2011) inoltre il DNA di N.caninum e stato riscontrato nel 6,1% di 33 gazze (Pica pica) e
nel 5.9% di poiane (Buteo buteo) (Darwich et al., 2011).

La sieroprevalenza nella tortora orecchiuta (Zenaida auriculata) é risultata del 31,72%
mentre non é stato trovato il DNA in nessun campione (de Barros et al., 2017).

Per quanto riguarda gli uccelli migratori, in Toscana é riportata una sieroprevalenza 34,3%
(Anas crecca, Anas platyrhynchos, Anas penelope, Anas acuta) ed una presenza di DNA
nel 28,6% dei soggetti esaminati (Anas crecca, Anas platyrhynchos, Anas penelope, Anas
acuta e Vanellus vanellus) (Rocchigiani et al., 2017), questo dato sembrerebbe suggerire un
ruolo significativo di questi uccelli nel ciclo del parassita (Tabella 6). Nel presente studio la
sieroprevalenza ottenuta dagli uccelli acquatici é stata del 6,7%, mentre la prevalenza
molecolare e stata del 10,73%.

Dal momento che i dati inerenti la neosporosi nelle specie aviarie sono relativamente scarsi
abbiamo ritenuto opportuno effettuare un’indagine volta a verificare la presenza del

parassita in alcune specie selvatiche delle nostre zone.
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| risultati ottenuti hanno permesso di individuare per la prima volta la presenza del
parassita in Columba palumbus, in Corvus frugilegus, in Gallinago gallinago ed in Larus

michahellis . Gli ultimi tre esemplari sono risultati anche sierologicamente positivi.

Gli studi sulla diffusione di N.caninum non sono molti, ma i risultati che si ricavano
evidenziano che come per T.gondii, anche per N.caninum gli uccelli hanno un ruolo
nell'epidemiologia del parassita, e sarebbe certamente interessante, effettuare altri studi di
questo tipo in altre regioni di tutta Italia, soprattutto su volatili presenti in aree urbane e

rurali, che vivono a stretto contatto con le persone e con gli ospiti definitivi.

Numero Prevalenza Numero Prevalenz
di animali a nostro

animali positivi studio
positivi nostro
studio

Anseriformes

Anas acuta Italia 1/2 1/5
(Rocchigiani et
al 2017)
Anas crecca Italia 8/17 47,00% 14/73 19,17%
(Rocchigiani et
al 2017)
Anas penelope Italia 3/4 6/23 27%
(Rocchigiani et
al 2017)
Anas Italia 4/8 6/28 21,42%
platyrhynchos  (Rocchigiani et
al 2017)
Passeriformes
Corvus - n.d n.d 1/2
frugilegus
Columbiformes
Columba - n.d n.d 1/8
palumbus
Accipitridae
Buteo buteo  Spagna (Darwich 1/17 6% 2/4
et al 2012)
Charadriiformes
Vanellus Italia(Rocchigian 1/2 1/2
vanellus i etal 2017)
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Larus - n.d n.d 1/18 5,55%
michahellis

Gallinago - n.d n.d 1/6 16,60%
gallinago

Tabella 6: Confronto delle prevalenze del nostro studio con altri studi (per campioni inferiori a

10 non é riportato il valore di prevalenza)
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