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Ricerca corrente IZS SA 02/03 RC: Relazione finale  

 

“ Studio della diffusione dei principali vettori di Ehrlichiosi e Rickettsiosi nella regione 

Sardegna”  

 

Responsabile: Dott. Giuseppe Satta  

 

Gli obiettivi indicati nel progetto e riguardanti l’U.O.1 erano i seguenti:  

 

1. Isolamento e caratterizzazione dei ceppi di Ehrlichia sp. e Rickettsia sp. mediante l’utilizzo 

di substrati cellulari;  

2. Esami sierologici di campioni umani ed animali;  

3. Analisi in PCR dei campioni biologici ottenuti dalle zecche. 

 

 

Gli obiettivi indicati nel progetto e riguardanti l’U.O.2 erano i seguenti:  

 

1. Cattura, identificazione e classificazione delle zecche in Provincia di Cagliari.  

 

 

Gli obiettivi indicati nel progetto e riguardanti l’U.O.3 erano i seguenti:  

 

1. Cattura, identificazione e classificazione delle zecche in Provincia di Nuoro.  
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Premessa: 

Nell’ambito delle zoonosi che coinvolgono l’uomo e gli animali la problematica dell’incidenza 

delle malattie trasmesse da zecche riveste un ruolo di primaria importanza nella sanità pubblica. 

L’elemento nuovo che sta richiamando l’attenzione del mondo medico-veterinario verso i vettori 

(zecche e insetti) è rappresentato dall’aumentata frequenza delle aggressioni verso l’uomo e 

dall’emergere di nuove patologie dovute ad agenti patogeni non riconosciuti in precedenza.  

Altrettanto importante è il problema della circolazione dei microrganismi responsabili di tali 

zoonosi nelle diverse specie animali in quanto tale circolazione era prima “relegata” a cicli 

ecologici che vedevano le zecche come vettori di patogeni caratteristici di specie selvatiche situate 

in ambienti poco utilizzati dall’uomo o che insidiavano questo ultimo solo in relazione alle sue 

attività professionali (raccoglitori-cacciatori). Oggi invece la probabilità di coinvolgere l’ospite 

umano è fortemente aumentata in relazione ai cambiamenti nella gestione del territorio che ha 

portato l’uomo ad “invadere” ambienti ad elevato rischio di infezione sia per scopi professionali che 

sportivi (allevamento, pastorizia, parchi, escursioni, trekking ecc.), ed ai nuovi assetti socio-

economici (ad esempio l’elevata mobilità delle popolazioni umane a scopo turistico o di lavoro). Le 

zecche pertanto, essendo artropodi dotati di grande plasticità biologica e in grado di alimentarsi su 

numerose specie di ospiti, sono andate man mano adattandosi a queste nuove condizioni formando 

associazioni, alcune delle quali ancora non del tutto note, che hanno reso serbatoi non solo gli 

animali selvatici ma anche quelli domestici favorendo la trasmissione di agenti patogeni dagli 

animali all’uomo. 

La Sardegna è la seconda regione Italiana per numero di notifiche di casi clinici umani ascrivibili a 

“Rickettsiosi in senso lato”. Sino a poco tempo fa in Italia ed Europa si riteneva che la Rickettsia 

conorii fosse l’unica Rickettsia circolante, ma recenti lavori hanno evidenziato, con metodiche 

biomolecolari, la presenza di altre Rickettsie patogene quali la R. slovacca nelle zecche 

Dermacentor marginatus ed Haemaphysalis punctata, R. elvetica in Ixodes ricinus, R. israeli 

spotted fever in Rhipicephalus sanguineus, R. africae e R. aeschlimanni in Hyalomma marginatum. 

Negli ultimi 10 anni in Europa sono state isolate 5 nuove Rickettsiae. In Sardegna gli unici casi 

umani confermati come Ehrlichiosi risalgono al 1995-1996 quando per 4 cittadini americani di 

stanza alla base Nato di La Maddalena è stata diagnosticata l’ehrlichiosi, confermata poi 

sierologicamente in America. Nel 2004 presso il nostro laboratorio sono stati diagnosticati i primi 

casi umani in PCR per Anaplasma phagocytophilum. 

In Sardegna l’elevata sieroprevalenza nella popolazione canina di Rickettsiosi ed Ehrlichiosi (la 

prevalenza di agenti zoonosici in questa specie è un valido indice di diffusione della patologia nel 

territorio), unita alla restrizione della stagionalità della malattia, ha portato il nostro Istituto a 
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proporre questo progetto con l’intento di acquisire conoscenze sulle specie di zecche più 

frequentemente coinvolte nella trasmissione di Ehrlichiosi e Rickettsiosi nella nostra regione. Si è 

infatti osservata negli ultimi anni un’alta sieroprevalenza: nei cani del 47.7 % per E. canis e del 49.3 

% per Rickettsia spp.; una indagine epidemiologica, condotta su 521 emosieri ovini, prelevati 

randoom nella provincia di Sassari, ha evidenziato che circolano microrganismi del genere 

Ehrlichia spp. con una prevalenza del 22.46%, ed una prevalenza del 5.57% è stata riscontrata 

anche per A. phagocytophilum; una parallela indagine su 117 bovini ha svelato una prevalenza del 

7.2% per A. phagocytophilum mentre per Ehrlichia spp. non è stato riscontrato nessun campione 

positivo. Considerato che nella nostra regione la sieroprevalenza e la contemporanea presenza di 

manifestazioni cliniche si evidenziano anche in pieno inverno, è maturata l’esigenza di approfondire 

le problematiche riguardanti queste patologie. Inoltre, con le procedure diagnostiche di isolamento 

tradizionali, non si è riusciti ad ottenere dei ceppi di Ehrlichia e Rickettsia isolati da soggetti (cani e 

umani) ammalati, in quanto viene attuata una immediata terapia antibiotica che, abbassando la 

carica microbica, rende molto difficile l’isolamento. L’applicazione della tecnica di PCR ha 

consentito di ampliare la possibilità di identificare questi microrganismi nei materiali patologici. Si 

è pensato quindi di andare a monitorare la popolazione di zecche presenti in Sardegna in modo da 

procedere agli isolamenti direttamente dal vettore; i microrganismi isolati saranno poi caratterizzati 

e studiati dal punto di vista fenotipico e genotipico. Lo studio sui vettori ci permetterà di stabilire 

anche la eventuale presenza in essi di infezioni miste (coinfezioni); inoltre consentirà di elaborare 

una mappa di rischio delle tre zone identificate per la raccolta delle zecche: Ogliastra, provincia di 

Cagliari e provincia di Sassari, col proposito di estenderla successivamente a tutta l’isola.  

La ricerca si propone quindi di studiare il ruolo delle zecche (acari-Ixodidae), nella diffusione di 

Ehrlichiosi e Rickettsiosi, valutandone il periodo di maggiore densità, la stagionalità e l’infezione 

naturale mediante:  

·  lo studio dei fattori favorenti la diffusione di zecche (climatici, ambientali, naturali ed 

indotti dall’uomo);  

·  il monitoraggio spaziale e temporale delle zecche;  

·  la valutazione dell’infezione naturale nelle zecche tramite PCR e isolamento;  

·  l’individuazione di misure di prevenzione e di controllo delle zecche nei diversi ospiti 

secondari.  

La realizzazione degli obiettivi previsti dal progetto ha consentito di conoscere le specie di vettori 

maggiormente responsabili della diffusione delle Rickettsiae spp. ed Ehrlichiae spp. circolanti nel 

territorio regionale. Inoltre abbiamo deciso di estendere lo studio alla ricerca nei vettori di altre 

specie microbiche quali: A. phagocytophilum, C. burnetii, Leishmania spp. e Bartonella henselae. 
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La caratterizzazione dei ceppi isolati ha consentito di conoscere i differenti microrganismi circolanti 

nel territorio ed il loro grado di patogenicità.  

 

 

 

Materiali e metodi: 

  

Cattura dei vettori (U.O.1, U.O.2 e U.O.3) 

 

Nel periodo dal Dicembre 2004 al Dicembre 2005 sono state raccolte un totale di 3.249 zecche tra 

adulti (1.728), ninfe (14) e larve (1.507) nelle province di Nuoro (Ogliastra), di Cagliari e di 

Sassari, da diversi ospiti animali (vivi e morti), e dal territorio. Le specie animali da cui sono state 

fatte le catture sono le seguenti: 

�  OVINI  

�  CAPRE  

�  CINGHIALI  

�  MUFLONI  

�  RICCI  

�  POIANA  

�  VOLPI  

�  BOVINI  

�  DAINO  

�  CONIGLI SELVATICI 

�  CANI  

�  CAVALLI  

�  GATTI  

�  CERVI 

�  PICCIONI. 

 

Le zecche sono state catturate tramite apposite pinzette e quindi conservate in etanolo al 70% in 

contenitori idonei. Una volta in laboratorio sono state registrate col sistema operativo S.I.G.L.A. e a 

ciascun campione è stato attribuito uno specifico numero di accettazione. La registrazione del 

campione con S.I.G.L.A. implicava anche l’inserimento dei dati del proprietario dell’allevamento e 

del relativo codice aziendale dove era avvenuta la cattura.   
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Identificazione dei vettori (U.O.1, U.O.2 e U.O.3) 

 

Per la classificazione delle specie di zecche, gli esemplari sono stati privati del liquido di 

conservazione, riposti su piastre Petri e quindi identificati singolarmente con l’ausilio di uno 

stereomicroscopio (Zeiss) e di un microscopio ottico (Olimpus) con obiettivi 10 X, 20 X e 40 X.  

Sono stati separati gli esemplari adulti dagli stadi larvali e ninfali, e i maschi dalle femmine.  

Per l’identificazione delle specie sono state utilizzate le tavole dicotomiche e la classificazione è 

stata effettuata in base ai seguenti caratteri morfologici:  

·  rostro; 

·  apparato sessuale;  

·  stigmi respiratori.  

Per ogni specie sono state approntate schede d’identificazione che includono le caratteristiche 

morfologiche distinte per sesso e per fasi vitali (adulti, ninfe e larve); informazioni riguardanti la 

bioecologia e il ruolo patogeno.  

 

Aziende problema (U.O.3) 

Sono state scelte due “aziende problema” che presentavano una notevole infestazione da zecche, 

dove inoltre precedenti esami sierologici avevano evidenziato la positività per Rickettsia spp., 

Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Coxiella burnetii.  

Sono stati contattati i proprietari degli allevamenti per verificare la loro disponibilità a partecipare al 

progetto e concordare le modalità di esecuzione dei prelievi.  

Gli allevamenti in questione erano entrambi nella zona dell’Ogliastra: un allevamento caprino, sito 

nel comune di Gairo, ed un allevamento ovino, sito nel comune di Arzana.  

Dalla vena giugulare di 17 capre e 20 pecore sono stati eseguiti i prelievi di sangue, uno con 

provetta con silicone e due in provetta con EDTA; qualora fossero presenti zecche, queste venivano 

rimosse e successivamente analizzate.  

 

Immunofluorescenza Indiretta – IFI (U.O.1) 

 

I campioni di emosieri sono stati centrifugati a 2.500 rpm per 5 minuti, raccolti il sieri e conservati a 

+4°C sino al momento dell’esecuzione delle analisi sierologiche. 

L’immunofluorescenza indiretta è stata eseguita diluendo in soluzione salina (PBS, 0.1 M 

phosphate, 0.33M NaCl, pH 7.2)  partendo da una diluizione iniziale di 1:40 per A. 
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phagocytophilum e di 1:80 per E. canis, R. rickettsi e C. burnetii. I sieri diluiti sono stati dispensati 

in vetrini a 12 pozzetti (Teflon-coated slides - Immuno – Cell Int) ed incubati per 30 min. a 37°C.  

Successivamente i vetrini sono stati lavati per 10 minuti con PBS e lasciati asciugare.  

Successivamente è stato dispensato il secondo anticorpo antispecie, diluito 1:100 nel colorante di 

contrasto Blu di Evans, ed i vetrini sono stati incubati sempre a 37°C per 30 min. Dopo un ulteriore 

lavaggio per 10 min. con PBS, i vetrini sono stati asciugati all’aria e successivamente montati con 

glicerolo diluito 1:2 in PBS. La lettura è stata effettuata utilizzando un microscopio a fluorescenza 

(Zeiss, Axioplan) con obiettivo 40 X. 

 

Semina colturale su substrati cellulari (U.O.1) 

 

I campioni di sangue in EDTA sono pervenuti presso il nostro laboratorio dall’U.O.3 almeno 48 ore 

dopo il prelievo. Dal sangue in EDTA è stato separato e raccolto il buffy-coat.  

I campioni sono stati incubati a 37°C per mezz’ora con tappo aperto sotto una cappa a flusso 

laminare in aspirazione. Quindi è stato prelevato il plasma con la parte corpuscolata e trasferito in 

provette tipo eppendorf da 1.5 ml. Le provette sono state centrifugate a 1000 rpm per 5 minuti ed al 

termine della centrifugazione è stato allontanato il surnatante.  

Il pellet ottenuto è stato addizionato con 1 ml di NH4Cl allo 0.8% (per lisare i globuli rossi), lasciato 

2 minuti a temperatura ambiente e poi centrifugato per altri 5 minuti a 1000 rpm. Quindi è stato 

allontanato il surnatante ed il pellet è stato nuovamente risospeso con 1 ml di NH4Cl e centrifugato 

fino ad ottenere un buffy-coat pulito e privo di emazie. Il buffy-coat è stato inoculato nelle linee 

cellulari DH82 (ECACC 94062922) per l’ E. canis, HL60 (ECACC 88120805) per l’A. 

phagocytophilum e L929 (ECACC 85011425) per R. rickettsii e C. burnetii. I campioni sono stati 

tenuti in coltura per circa 20 giorni con due passaggi settimanali. Successivamente sono state 

eseguite le relative PCR (E. canis, A. phagocytophilum, R. rickettsii e C. burnetii), dopo estrazione 

del DNA totale, con i primers riportati in Tabella 1.  

 

 

Ceppi e condizioni colturali (U.O.1) 

A) Ehrlichia canis:  

Il ceppo di E. canis (ATCC CRL-10390, DH82ECOK) è stato coltivato su substrato cellulare in 

monostrato semiconfluente di DH82 (ECACC 94062922) con terreno E/MEM addizionato del 15% 

di siero fetale bovino (FBS, GibcoBRL), alla temperatura di 37°C in ambiente addizionato con CO2. 

Si esegue un passaggio settimanale fino ad ottenere una infezione del 70-90% del substrato, grado 
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di infezione che in condizioni ottimali standard si raggiunge in circa 28 gg. Il ceppo di Ehrlichia 

canis, coltivato in fiasche da 75 cm2, una volta raggiunta la crescita ottimale è stato raccolto, 

centrifugato a 2000 rpm per 15’, lavato due volte in PBS e suddiviso in aliquote risospese in 

freezer-medium  conservate a -20°C. L’antigene per la preparazione dei vetrini viene dispensato in 

volume variabile da 5 a 10 � l in base alla grandezza dei pozzetti dei vetrini utilizzati; i vetrini 

vengono lasciati asciugare all’aria successivamente fissati in acetone freddo per 10 min. e poi 

conservati a -20 °C fino al momento dell’uso.  

B) Rickettsia rickettsii:  

Il ceppo di R. rickettsii utilizzato è stato acquistato dalla ditta VMRD, Inc (Pullman, WA).  

 Anaplasma phagocytophilum:  

Il ceppo di A. phagocytophilum utilizzato è stato acquistato dalla ditta Prota Tek International, Inc. 

(ST. PAUL, MN).  

C) Bartonella henselae:  

Il ceppo di B. henselae (Houston 1 ATCC 49882) è stato coltivato in Brucella broth addizionato con 

emina (250 µg/ml) e 8% Fields Solution, incubato a 37°C in atmosfera addizionata del 5% con CO2. 

Successivamente la brodocoltura veniva centrifugata a 6000 rpm, risospesa in PBS ed il sedimento 

risospeso in D/MEM (addizionato con il 10% di siero fetale bovino) veniva utilizzato per infettare 

un substrato cellulare semiconfluente di L929 (ECACC 85011425). Due volte la settimana veniva 

sostituito il terreno ed eseguita l’osservazione al microscopio. L’infezione ottimale si ottiene dopo 

circa 30 gg e successivamente l’antigene viene raccolto, centrifugato, lavato e risospeso in freezer 

medium per essere conservato a -20°C fino al momento dell’uso. La preparazione dei vetrini è 

avvenuta con la stessa procedura di E. canis.  

D) Leishmania infantum: 

Il terreno utilizzato per l’isolamento ed il mantenimento della Leishmania è il terreno di Tobie 

modificato da Evans (EMTM) ed è composto da una fase solida (agar-sangue) e da una fase liquida.  

Nella fase solida viene dispensata la fase liquida addizionata con il 10% di soluzione di 

Gentamicina e con il 5% di siero fetale bovino scomplementato a 56°C per 30 minuti. Le 

Leishmanie vengono fatte crescere in termostato alla temperatura di +21/22 °C. Quando la crescita 

risulta ottimale si può procedere alla raccolta dei protozoi e alla preparazione dei vetrini con la 

stessa procedura utilizzata per l’ E. canis.  

E) Coxiella burnetii:  

Il ceppo Nine Mile phase I (ATCC VR-615) è stato coltivato in colture cellulari di fibroblasti di 

topo (L929, ECACC 85111425). Le cellule L929 sono state coltivate in terreno DMEM addizionato 

con il 10% di siero fetale bovino a 37°C in atmosfera addizionata del 5% con CO2 e quindi 



 8 

inoculate con C. burnetii. Il terreno veniva cambiato ogni 5 giorni. L’effetto citopatico della 

Coxiella è stato osservato dopo circa 30 giorni dall’incubazione. I frammenti cellulari sono stati 

rimossi mediante centrifugazione a 4°C per 15 minuti a 800g. C. burnetii è stata raccolta attraverso 

centrifugazione a 4°C per 15 min. a 6000g. Le Coxielle sono state risospese in NaCl 0.15 M e 

quindi inattivate a 80°C per 30 minuti. La sospensione batterica è stata infine conservata a 4°C fino 

al momento dell’uso. 

 

Estrazione del DNA dai ceppi di riferimento: 

 B. henselae, C. burnetii, E. canis e L. infantum (U.O.1) 

 

Il DNA dei ceppi di riferimento è stato estratto utilizzando 500 µl di TE buffer (10mM Tris-HCl, 

1mM EDTA pH 8.0) addizionato con 0.1% di SDS (Bio-Rad) e 20 µg/ml di proteinasi K (Roche). 

Dopo 1 h di incubazione a 56°C ai campioni è stato aggiunto un pari volume di fenolo-cloroformio-

alcol isoamilico (CIA) (24:1). Dopo una centrifugata a 12.000 rpm per 5’, il surnatante è stato 

ulteriormente processato con fenolo/CIA. Dopo un’ulteriore centrifugata a 12.000 rpm per 5’, il 

DNA è stato precipitato con 0.3 M di NaCl e due volumi di Etanolo assoluto e successivamente 

centrifugato a 12.000 rpm per 20’. Il pellet è stato lavato con Etanolo al 70%, centrifugato, 

asciugato e infine risospeso in TE pH 8.0. 

 

Estrazione del DNA dai ceppi di riferimento: 

A. phagocytophilum e R. rickettsii  U.O.1) 

 

Il DNA dei ceppi di riferimento di A. phagocytophilum e R. rickettsii è stato estratto da vetrini 

contenenti l’antigene specifico. 

In ciascun pozzetto sono stati dispensati 15/20 � l di lysis buffer 1X (Tris – HCl 1mM pH 8.0; 

EDTA 2 mM pH 8.0; tween 20 - 0.01%) e i vetrini sono stati lasciati a temperatura ambiente per 

due ore.  

Il tappeto cellulare è stato staccato con una spatolina, raccolto in una provetta tipo eppendorf da 1.5 

ml ed aggiunto lysis buffer 1X a sufficienza a 500 � l e 15 � l di proteinasi K 20 mg/ml. Dopo 1 h di 

incubazione a 56°C ai campioni è stato aggiunto un pari volume di fenolo-cloroformio-alcol 

isoamilico (CIA) (24:1). Dopo una centrifugata a 12.000 rpm per 5’, il surnatante è stato 

ulteriormente processato con fenolo/CIA. A seguito di un’ulteriore centrifugata a 12.000 rpm per 5’, 

il DNA è stato precipitato con 0.3 M di NaCl e due volumi di Etanolo assoluto e successivamente 
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centrifugato a 12.000 rpm per 20’. Il pellet è stato lavato con Etanolo al 70%, centrifugato, 

asciugato e infine risospeso in TE pH 8.0. 

 

 

Estrazione del DNA dai campioni di sangue in EDTA (U.O.1) 

 

Il DNA è stato estratto dal buffy-coat dei prelievi ovini e caprini mediante il DNA Tissue kit 

(Qiagen).   

 

Estrazione del DNA dalle zecche (U.O.1) 

 

Per l’estrazione del DNA le zecche sono state lavate in etanolo al 70%, tagliate in 4 parti con un 

bisturi sterile e trasferite in un potter insieme a 2 ml di lysis buffer 1X (Tris – HCl 1mM pH 8.0; 

EDTA 2 mM pH 8.0; tween 20 0.01%) e a 60 µl di proteinasi K alla concentrazione finale di 40 

µg/ml. Le parti sono state omogenate per qualche minuto con un pestello sterile ed incubate per 1 h 

a 65°C e poi a 100°C per 10 minuti.  

All’omogenato così ottenuto è stato aggiunto 1 ml di fenolo ed il campione è stato agitato 

dolcemente per 5 minuti. Dopo una centrifugazione a 12.000 rpm per 10 minuti è stata raccolta la 

fase superiore in una provetta Falcon da 15 ml e il DNA è stato precipitato mediante aggiunta di 

NaCl 5 M e 2,5 volumi di etanolo assoluto. Quindi il campione è stato conservato a - 20°C 

over/night (o/n). 

I campioni sono stati centrifugati a 12.000 rpm per 10 minuti e, eliminato il surnatante, sono stati 

aggiunti 2 ml di TE a pH 8.0, 1 ml di fenolo e 1 ml di una soluzione di cloroformio alcool 

isoamilico 24:1 (CIA). Il campione è stato agitato dolcemente per 5 minuti e centrifugato a 12.000 

rpm per 10 minuti.  

Raccolto il surnatante viene aggiunto NaCl 5M e 2,5 volumi di etanolo assoluto per precipitare il 

DNA ed il tutto viene conservato a - 20 °C o/n oppure a - 80°C per mezz’ora.  

Al termine della refrigerazione, dopo una centrifugazione di 10 minuti a 12.000 rpm, viene 

eliminato il surnatante e il DNA viene lavato con 1 ml di etanolo al 70%. Un’ulteriore 

centrifugazione a 12.000 rpm per 10 minuti consente di eliminare l’etanolo e il DNA viene fatto 

asciugare allo speed vacuum per 10 minuti; infine è risospeso in un adeguato volume di TE a pH 

8.0 e conservato sino al momento dell’uso. 
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PCR (U.O.1) 

 

La PCR è stata eseguita sul DNA estratto dai ceppi di riferimento (utilizzati come controlli positivi), 

sul DNA estratto dai campioni di sangue in EDTA e sul DNA estratto dalle zecche provenienti dalle 

UU.OO. 2 e 3. con i primers riportati nella Tabella 1:  

 

GENE PRIMERS  AMPLICONI  BIBLIOGRAFIA  

16S rRNA 
Bartonella henselae: 

P12B: 5’GAGATGGCTTTTGGAGATTA-3’ 

P24B: 5’-CCTCCTTCAGTTAGGCTGGG-3’ 

296 bp 
Sander et al., 

1997, J.Clin. 

Microbiol. 35: 584-587 

p30 
Ehrlichia canis: 

EH3: 5’CATGATTGGGATGGAAGTCCAATAC-3’ 

EH4: 5’-ATGGCTGCCGATGTGTGATG-3’ 

242 bp 
Stich et al., 2002 

J.Clin. Microbiol. 

40: 540-546 

16S rRNA 
Anaplasma phagocytophilum 

P521F: 5’-TGTAGGCGGTTCGGTAAGTTAAAG-3’ 

P790R: 5’-CTTAACGCGTTAGCTACAACACAG-3’ 

293 bp Kolbert C., 1996 

ompB 
Rickettsia sp.: 

RIC1: 5’-CTAGTGCAGATGCAAATG-3’ 

RIC2: 5’-GTTAATAGTTAAAGTTTG-3’ 

500 bp 

Noda et al., 

1997, 

Appl. Env. Micr. 

63: 3926-32 

SSU rRNA 

gene 

Leishmania infantum: 
LDV1: 5’- TCCCATCGCAACTTCGGT-3’ 

LDV2: 5’-AAAGCGGGCGCGGTGCTG-3’ 

358 bp 
van Eys GJ et al., 

Mol Biochem Parasitol. 

1992 Mar;51(1):133-42 

Gene della 

SOD 
(superossido 

dismutasi) 

Coxiella burnetii: 
COX1: 5’-ACTCAACGCACTGGAACCGG-3’ 

COX2: 5’-TAGCTGAAGCCAATTGCC-3’ 

247 bp 

Rekha Seshari et al., 

Proc Natl Acad Sci – USA 

2003, 100 (9) – 5455-5460 

 

� �

Tab. 1: Primers utilizzati 

 

 

 

Nelle figure della pagina seguente sono raffigurati i profili elettroforetici delle diverse PCR relative 

ai diversi campioni analizzati (gel di agarosio all’1.5%): 
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PCR Coxiella       PCR Bartonella  

      

 

 

 

 

 

     
 

 

 

 

     
 

 

 

 

Figg. (1– 6): Profili elettroforetici delle diverse PCR (gel di agarosio all’1,5%) 

Campioni 1,2,3: positivi 
Campione 4: K + 
Campione 5: K –  
Campione 6: Marker VIII 

�������������������������������������������� �

����	
 � �

Fig. 1:  Fig. 2:  
Campioni 1,5,6: K +  
Campione 2: K –  
Campioni 3,4: negativi  
Campione 7: 100 bp ladder  
 

����������������������������������������� �
�� �

�����������������������������������
����� ���� �

Fig. 4: 
Campione 1 - 5: Marker VIII 
Campioni 2, 3: K + 
Campione 4: K -  
 

�������������������������������
�

PCR Anaplasma  

PCR Ehrlichia 

����	
 �

�

���
�	
 �

 

�
�

 

�
��
�	
 ��

 

 
 

����	
 ��

 
Fig. 6:  
Campioni 1 e 10: Marker VIII  
Campioni 2 – 7: positivi  
Campione 8: K + 
Campione 9: K -  

�����������������������  �������������������������������������
������������� ���

Fig. 3:  
Campioni 1,3 : K +  
Campione 2: K –  
Campione 4: Marker VIII  

 

PCR Leishmania 
PCR Rickettsia 

Fig. 5 
Campione 1: Marker VIII 
Campioni 2, 3: K + 
Campione 4: K -  
 

����	
 ��
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Per l’identificazione dell’ E. canis e dell’A. phagocytophilum è stata inoltre messa a punto una 

metodica di PCR multiplex che ci ha permesso di determinare contemporaneamente la presenza di 

entrambi i microrganismi nello stesso campione.  

I primers utilizzati sono riportati nella Tabella 2:  

 

GENE PRIMERS  AMPLICONI  BIBLIOGRAFIA  

16S rRNA 
PRIMER 16-S- F: 5’-CATGCAAGTCGAACGGAT-3’ 

PRIMER 16-S- R: 5’-CGTTAAGAAGGATCTAATCT-3’ 
915 bp 

Inokuma H.  
2002 

Clinical and Diagnostic 
Labotatory Imm. 

Vol.9 n° 5 ,1132-1136  

groESL 
PRIMER groESL-F: 5’-AGTGGGCTGGTAATGAAAT-3’ 

PRIMER groESL-R: 5’-AACACCTTCTTCAACAGCA-3’ 
1422 bp 

Inokuma H.  
2002 

Clinical and Diagnostic 
Labotatory Imm. 

Vol.9 n° 5 ,1132-1136 

 

Tab.2 : Primers utilizzati per la PCR multiplex 

 

La coppia di primers 16S rRNA amplifica solo l’A. phagocytophilum, mentre la coppia di primers 

per il gene groESL amplifica sia l’ l’A. phagocytophilum che l’E. canis.  

Unendo le due coppie di primers in un’unica PCR multiplex abbiamo avuto la possibilità di 

determinare contemporaneamente la presenza nel campione sia di l’A. phagocytophilum che dell’E. 

canis.  

Le condizioni di PCR sono riportate di seguito:  

 

MIX PCR MULTIPLEX :       CONDIZIONI DI PCR:  

Buffer 10X + MgCl2 15 mM  = 2.5 µl 

Primer groESL-Fwd (25 pmoli/µl)  = 1 µl  

Primer groESL-Rev (25 pmoli/µl)  = 1 µl  

Primer 16 S – Fwd (25 pmoli/µl) = 1 µl  

Primer 16 S – Rev (25 pmoli/µl)  = 1 µl  

dNTPs (1.25 mM)   = 1 µl  

Taq (5 U/µl)    = 0.5 µl  

DNA Ehrlichia    = 1.5 µl  

DNA Anaplasma    = 0.5 µl  

H2O a volume fino a 25 µl.  

 

 

 

 

 
95° C  x 5 minuti 

95 ° C  x  1 minuto 

56 ° C  x  1 minuto 

72 ° C  x  1 minuto 

72 ° C  x  10 minuti 

4 ° C �  
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Nella figura 7 è raffigurato il profilo elettroforetico relativo alla PCR multiplex:  

 

           

Fig. 7: Gel elettroforesi  
              PCR multiplex.  

 

Corsa elettroforetica (U.O.1) 

 

L’analisi di tutti gli ampliconi è stata eseguita mediante elettroforesi in gel di agarosio all’1.5% . I 

gels sono stati colorati con bromuro di etidio (soluzione 10 mg/ml) e le bande visualizzate sotto i 

raggi U.V. di un transilluminatore.  

 

Sequenziamento del DNA (U.O.1) 

 

Dei campioni positivi  è stato necessario sequenziare il DNA, cioè determinare l'ordine in cui sono 

disposte le basi azotate nella catene del DNA. Per poter eseguire un sequenziamento è necessario 

distinguere e marcare i componenti della molecola del DNA. 

Abbiamo utilizzato la tecnica di sequenziamento derivata dal sistema ideato da Sanger nel 1977 che 

prevede la sintesi di un’elica di DNA a partire da uno stampo a singola elica mediante l’uso di una 

DNA polimerasi (sequenase).  

Nella miscela di reazione utilizzata per la PCR di sequenza si inseriscono il DNA da sequenziare 

(corrispondente a un preciso frammento di DNA amplificato in PCR e purificato), la sequenase con 

tutti i componenti necessari per la normale reazione di polimerizzazione, assieme anche a particolari 

nucleotidi, detti didesossinucleotidi. Analoghi alle quattro basi del DNA, i didesossinucleotidi 

mancano però del gruppo ossidrilico (OH) nel carbonio in posizione 3' dello scheletro di zucchero 

legato alla base, necessario per formare il legame con il nucleotide successivo e far procedere la 

neosintesi della catena di DNA. A questi dideossinucleotidi è inoltre legato un colorante 

fluorescente di diverso colore per ciascuna base. Il rapporto delle diverse concentrazioni dei 

1. Marker VIII  
2. PCR multiplex: EH e Anaplasma  
3. Campione positivo per EH  
4. PCR multiplex: EH e Anaplasma 
 

1        2          3         4 
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didesossinucleotidi e i normali nucleotidi è tale che l'enzima sequenase “statisticamente terminerà” 

la catena nascente in tutte le posizioni possibili in cui un didesossinucleotide può essere inserito. La 

sequenase produce cioè una serie di frammenti che condividono tutti la stessa estremità iniziale (5’), 

ma ciascuno di loro risulterà sfasato di un unico nucleotide nella posizione finale (3'). Si ottiene in 

questo modo un insieme di molecole copiate dal filamento originario a cominciare dalla prima base, 

via via più lunghe di un solo nucleotide finale che risulterà fluorescente grazie alla marcatura. Alla 

fine della reazione, si avrà così una miscela composta da un numero di molecole di diversa 

lunghezza pari al numero di nucleotidi che formano il tratto del DNA che si è voluto analizzare, nei 

quali le differenti basi (G, A, T, C) saranno identificate da quattro diversi colori (Figura 8): 

 

 

             Fig. 8: Sequenza del DNA 

 

Analisi in Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLPs (U.O.1) 

 

L’analisi in RFLP è stata effettuata per la classificazione dei campioni risultati positivi dopo la PCR 

e il sequenziamento del DNA; mediante l’uso di specifici enzimi di restrizione è stato possibile 

differenziare le diverse specie in base ai diversi profili elettroforetici.  

Per le Rickettsiae sono stati analizzati tre loci genetici: il gene per la citrato sintetasi, l’ompA e 

l’ompB. I primers specifici per questi tre loci genici e gli enzimi di restrizione utilizzati sono 

riportati in Tabella 3:  

Sequenza gene Citrate syntase: 

GGCTAATGAAGCAGTGATAAATATGCTTAAAGAAATTGGCAGTTCTGAGAATATTCCTAAATATGTAGCTAAAGCTAAAG

ATAAGAATGATCCATTTAGGTTAATGGGTTTTGGTCATCGAGTATATAAAAGCTATGACCCGCGTGCCGCAGTACTTAAA

GAAACTTGTAAAGAAGTATTAAATGAATTAGGTCAGTTAGACAATAATCCGCTGTTACAAATAGCAATAGAACTTGAAGC

TCTCGCTCTTAAAGATGAATATTTTATTGAAAGAAAATTATATCCAAATGTTGATTTTTATTCAGGCATTATCTATAAAG

CTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTCACTGTAC 

 

Sequenza gene OmpA: proteina di 190 kDa: 

ATGGCGAATATTTCTCCAAAATTATTTAAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCTTTATTCACCACCTCAACCGC

AGCGATAATGCTGAGTAGTAGCGGGGCACTCGGTGTTGCTACAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCAGCATTTAGTA

ATAATGTTGGCAATAATAATTGGAATGAGATAACGGCTGCAGGGGTAGCTAATGGTACTCCTGCTGGCGGTCCTCAAAAC
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AATTGGGCATTTACTTACGGTGGTGATTATACTGTCACTGCAGATGCAGCCGATCGTATTATTAAGGCTATAAATGTTGC

GGGTACTACTCCCGTAGGTCTAAATATTACTCAAAATACTGTCGTTGGTTCGATTATAACGAAAGGTAACTTGTTGCCTG

TTACTCTTAATGCCGGCAAAAGCTTAACTTTAAATGGTAATAATGCTGTTGCTGCAAATCATGGTTTTGATGCGCCTGCC

GATAATTATACAGGTTTAGGAAATATAGCTTTAGGGGGAGCGAATGCTGCACTAATT  

 

Sequenza gene OmpB: proteina di 120-kDa.  

TTAATATCGCTGACGGTCAAGGTATCATATTCAATACTGATGCTAATAATGCTAATACTTTAAATTTACAAGCAGGTGGT

ACTACTATTAATTTTACTGGAACAGACGGTACGGGTAGATTAGTATTATTAAGTAAGCATGCTGCTGCTACCAACTTTAA

CATTACAGGAAGTTTAGGCGGTAATCTAAAAGGTGTTATCGAATTTAACACTGTTGCAGTAGACGGTCAACTTACAGCTA

ATGCAGGCGCTGCTAATGCAGTAATAGGTACTAATAATGGCGCAGGTAGAGCTGCAGGATTTGTTGTTAGCGTAGATAAT

GGTAAGGTAGCAACAATCGATGGACAAGTTTATGCTAAAGACATGGTTATACAAAGTGCTAATGCAACTGGGCAAGTAAA

TTTTAGACACATAGTTGATGTTGGTGCAGACGGTACTACTGCCTTTAAAACAGCAGCTTCTAAAGTTACAATAACCCAAG

ACTCAAACTTTGGTAATACTGATTTTGGTAATCTTGCAGCACAGATTAAAGTTCCTAATGCTATAACCCTTACCGGTAAT

TTTACAGGTGATGCTAGCAATCCCGGTAACACTGCAGGTGTGATAACTTTTGATGCTAACGGTACTTTAGAAAGTGCTAG

TGCAGAT  

 

 

GENE PRIMERS  
AMPLICO

NE 

ENZIMA DI 

RESTRIZIONE  

BIBLIOGRAFIA  

Citrate 

syntase 

PRIMER FWD : 5’-GGCTAATGAAGCAGTGATA-3’ 

PRIMER REV : 5’-GTACAGTGAGCATTTGCGA-3’ 
353 

Alu I 

5'-A G^C T-3' 

3'-T C^G A-5'  

Regnery R. et al.,  

1991, J.of Bact.  

Vol 173, n 5, 1576-1589 

OmpA 
PRIMER FWD : 5’-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3’ 

PRIMER REV : 5’-AATTAGTGCAGCATTCGCT-3’ 
536 

Pst I 

5'-C T G C A^G-3' 

3'-G^A C G T C-5'  

Regnery R. et al.,  

1991, J.of Bact.  

Vol 173, n 5, 1576-1589 

OmpA 
PRIMER FWD :5’-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3’ 

PRIMER REV : 5’-AATTAGTGCAGCATTCGCT-3’ 
536 

Rsa I 

5'-G T^A C-3' 

3'-C A^T G-5'  

Regnery R. et al.,  

1991, J.of Bact.  

Vol 173, n 5, 1576-1589 

Omp B 
PRIMER FWD :5’-TTAATATCGCTGACGGTCA-3’ 

PRIMER REV : 5’-ATCTGCACTAGCACTTTCT-3’  
647 

Rsa I 

5'-G T^A C-3' 

3'-C A^T G-5'  

Eremeeva M et al., 

J Clin Microbiol. 1994 

Mar;32(3):803-10. 

 

Tab. 3: Enzimi di restrizione utilizzati per la digestione degli ampliconi.   

 

Per l’analisi in RFLP sono stati amplificati i campioni risultati positivi per Rickettsia con i tre 

differenti set di primers (gene citrate syntase, omp A, omp B); i prodotti di PCR ottenuti sono stati 

caricati in gel di agarosio all’1% e fatti correre per 45 min. a 100 Volt. Al termine della corsa 

elettroforetica il gel è stato colorato con bromuro di etidio per 10 min. e quindi decolorato per altri 

10 min. in acqua distillata. La visualizzazione degli amplificati è stata eseguita sotto i raggi U.V. di 

un transilluminatore.  
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Gli amplificati sono stati purificati mediante un kit di eluizione in colonnine (Montage-Millipore) e 

quindi sottoposti a digestione con gli enzimi di restrizione specifici. La digestione è avvenuta a 

37°C o/n e la visualizzazione dei digeriti è stata fatta su gel di poliacrillamide al 12% (corsa 

elettroforetica a 100 V per 4 ore) dopo colorazione con bromuro di etidio.  

Il gene della citrate syntase può essere utilizzato per differenziare molte specie di Rickettsiae (R. 

bellii, R. australis, R. akari, R. massiliae, R. japonica) però non permette la differenziazione delle 

specie appartenenti alle Spotted Fever Group (SFG), (es. R. rickettsi, R. sibirica, R. conorii, R. 

montana, ecc.). In questo caso devono essere utilizzati gli altri due geni (omp A e omp B). Questo 

perché le Rickettsiae SFG hanno profili elettroforetici identici per quanto riguarda il gene della 

citrate syntase.  

I primers per l’omp A  amplificano la maggior parte delle specie di Rickettsiae conosciute e le 

diverse specie possono essere differenziate facilmente attraverso le differenze dei campioni digeriti 

con PstI e con RsaI. Solo la R. helvetica, R. akari, R. australis e R. bellii non sono amplificate da 

questi primers.  

I primers per l’omp B  consentono di classificare quelle specie che non possono essere 

differenziate con i primers precedenti. Solo R. akari, R. bellii, R. helvetica e R. massiliae non sono 

amplificate da questi primers.  

Nelle immagini seguenti sono raffigurati i profili elettroforetici relativi all’analisi RFLP effettuata:  

 

  

 Fig. 9: Ampliconi per il gene citrato syntase  in seguito  
              a digestione con AluI  

Fig. 9: 

Rappresentazione schematica 

dei frammenti di DNA ottenuti 

in seguito a digestione con 

AluI del campione amplificato 

con i primers della Citrate 

syntase. Nella foto sono 

riportate le lunghezze delle 

bande in funzione del ceppo di 

Rickettsia (Regnery R. et al.). 
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Fig. 10: Amplificato del gene ompA digerito con PstI e RsaI 

 

 

 

 

 

Fig. 11: Digestione con RsaI dell’amplicone ottenuto con i 
     primers del gene omp B 
 
 

Fig. 10: 

Rappresentazione schematica dei 

frammenti di DNA ottenuti in 

seguito a digestione con PstI (A) 

e con RsaI (B) del campione 

amplificato con i primers 

dell’ompA. Nella foto sono 

riportate le lunghezze delle 

bande in funzione del ceppo di 

Rickettsia (Regnery R. et al.). 

 

Fig. 11:  

Rappresentazione schematica dei 

frammenti di DNA ottenuti in 

seguito a digestione con RsaI del 

campione amplificato con i primers 

dell’omp B.  

Nella foto sono riportate le 

lunghezze delle bande in funzione 

del ceppo di Rickettsia (Eremeeva 

M et al.). 
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Ciascuna colonna rappresenta l’amplificazione e la digestione necessarie per la identificazione 
definitiva (Eremeeva M et al, 1994):  
 
 

 
 

 
·  R.akari 
·  R.australis 
·  R.japonica 
·  R.bellii 
·  R.massiliae, Mtu5 
·  SFG  

 
 

     PCR/RFLP         PCR/RFLP 
     Primers ompA        Primers ompA 
     RsaI           PstI   
 

·  Ttt        - R.japonica 
·  R.rhipicephali      - R.slovaca 
·  R.japonica       - R.conorii 
·  R.massiliae      - R.rickettsiae 
·  R.conorii       - Ttt 
·  R.israeli       - R.massiliae 
·  R.parkeri       - R.montana 
·  R.rickettsi      - R.sibirica 
·  R.slovacca       - R.israeli 
·  R.montana       - R.africae  

- R.parkeri 
- R.rhipicephali  
- Mtu5  

 
  
 
   
 

·  R.rickettsi 
·  R.slovaca 
·  R.australis 
·  R.montana 
·  R.japonica 
·  Ttt 
·  R.rhipicephali 
·  Mtu5 
·  R.conorii 
·  R.israeli 
·  R.sibirica 
·  R.parkeri 
·  R.africae. 

 

PCR/RFLP 
Primers CS 
AluI  

  

PCR/RFLP  
Primers ompB  
RsaI   
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Risultati (U.O. 1) 

 

Unità Operativa 1:  

Responsabile Dr.ssa Giovanna Masala 
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna 
 

Esami sierologici (U.O.1) 

 

A) Azienda Caprina:  

Nelle tabella N° 4 sono rappresentati i risultati degli esami sierologici in immunofluorescenza 

indiretta dei 17 campioni dell’azienda caprina; 9 soggetti (52,94%) sono risultati positivi alla ricerca 

degli anticorpi anti-E. canis, mentre solo uno è risultato dubbio.  

Anticorpi anti-Rickettsia spp. sono stati riscontrati in due campioni (11.76%), un campione è 

risultato dubbio; anticorpi anti-A.phagocytophilum e C.burnetii erano presenti in un unico campione 

(5.8%). 

 

MATRICOLA  
IFI 

E.canis 

IFI 

R.rickettsii 

IFI 

A.phagocytophilum  

IFI   

C.burnetii 

325 pos 1:320 � � � 

budessa pos 1:160 � � � 

1036 � � � � 

938 pos 1:160 � � � 

1039 �  � � � 

1030 �  � � � 

910 dubbio � � � 

941 pos 1:320 pos 1:128 � � 

833 pos 1:640 � � � 

748 pos 1:160 dubbio pos 1:80 � 

788     

529     

1046     

1056     

873 pos 1:160 pos 1:128 � � 

861 pos 1:640 �  � � 

519 pos 1:320 �  � pos 1:80 
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   Tab. 4: Risultati degli esami in immunofluorescenza indiretta  dell’azienda caprina  

B) Azienda Ovina:  

La ricerca di anticorpi anti-E.canis nei 20 campioni ovini è risultata positiva in 9 campioni (45%) 

mentre 3 sono risultati dubbi.  

Sei campioni (30%) sono risultati positivi per Rickettsia spp. e otto dubbi; un unico è stato trovato 

positivo per A.phagocytophilum (5%) e 2 dubbi; due campioni hanno dato esito positivo per C. 

burnetii (10%) mentre due erano dubbi.  

 

M ATRICOLA  
IFI 

E.canis 

IFI 

R.rickettsii 

IFI 

A.phagocytophilum  

IFI   

C.burnetii 

0011 pos 1:320 pos 1:128 � � 

0863 � dubbio � � 

048-A � pos 1:128 � � 

0986 pos 1:160 dubbio � � 

0927 pos 1:80 dubbio � � 

032-A pos 1:320 dubbio � � 

012-A � dubbio � � 

0909 pos 1:320 � dubbio dubbio 

06-A � pos 1:128 � � 

24-A pos 1:320 dubbio pos 1:80 � 

0919 dubbio � � � 

0989 dubbio � � � 

031-A pos 1:80 � � � 

0701 � � dubbio � 

0707 � dubbio � pos 1:80 

0643 pos 1:320 pos 1:128 � � 

0917 dubbio � � pos 1:80 

370-A � pos 1:128 � � 

0574 � dubbio � � 

0650 pos 1:320 pos 1:128 � � 

 

   Tab. 5: Risultati degli esami in immunofluorescenza indiretta  dell’azienda ovina 
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PCR (U.O.1) 

A) Azienda caprina:  

Le PCR effettuate su 14 campioni di DNA estratti dal sangue in toto in EDTA hanno dato esito 

positivo in 5 campioni (35.7%) per A. phagocytophilum mentre 3 campioni sono risultati dubbi. Le 

restanti PCR sono risultate negative per tutti i campioni analizzati.  

Due dei campioni positivi per A. phagocytophilum sono stati sottoposti a sequenziamento del DNA 

e le sequenze ottenute sono state confrontate con quelle presenti in banca dati mediante il 

programma BLAST. Entrambe le sequenze hanno mostrato elevata similarità, pari al 99%, con la 

sequenza  del gene 16S rRNA dell’ A. phagocytophilum presente in banca dati.  

 

MATRICOLA  
PCR  

E.canis 

PCR 

R. rickettsii 

PCR  

A.phagocytophilum 

PCR  

C.burnetii 

325 � � pos � 

budessa � � pos � 

1036 � � �  � 

938 � � �  � 

1039 � � pos � 

1030 � � �  � 

910 � � �  � 

941 � � dubbio � 

833 � � � � 

748 � � pos � 

788 � � � � 

529 � � dubbio � 

1046 � � dubbio � 

1056 � � pos � 

 

 Tab. 6 : Risultati delle PCR sul DNA estratto dal sangue in toto dei campioni caprini.  

 

 

B) Azienda ovina :  

Un unico campione, dei DNA estratti dal sangue in toto dei venti soggetti ovini, è risultato positivo 

per Anaplasma spp. Le restanti PCR hanno dato risultato negativo per tutti i campioni analizzati.  
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Semina colturale su substrati cellulari (U.O.1) 

A) Azienda caprina:  

I campioni di DNA totale estratto dalle linee cellulari dove erano stati inoculati i buffy-coat dei 

campioni caprini e tenuti in coltura per tre settimane, hanno dato esito negativo per tutte le PCR 

effettuate (Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Rickettsia spp. e C. burnetii).  

 

B) Azienda ovina:  

Le PCR effettuate sui campioni di DNA totale estratto dalle linee cellulari dove erano stati inoculati 

i buffy-coat dei campioni ovini hanno dato risultato positivo per Rickettsia spp. in due campioni.  

Il sequenziamento effettuato su entrambi i campioni positivi ha evidenziato un’omologia del 99% 

con la sequenza del gene ompB di R. rickettsii presente in banca dati.  

Le altre PCR sono risultate negative in tutti i campioni analizzati.  

 

Analisi delle zecche in PCR 

La PCR è stata effettuata sul DNA estratto da un totale di 1.773 zecche comprendenti adulti (1.171), 

ninfe (2) e larve (circa 600).  

Per l’estrazione del DNA le zecche della stessa specie e dello stesso sesso prelevate dal medesimo 

animale sono state riunite in pool. Sono stati ottenuti in tutto 210 campioni di DNA.  

Alla PCR sono risultati positivi 14 campioni per Rickettsia spp. e 3 campioni per Coxiella burnetii 

(Tabella 7): tutti i soggetti erano adulti. Non sono risultati positivi campioni estratti da ninfe e larve:   

 

PCR ESEGUITE:  CAMPIONI POSITIVI : MASCHI :  FEMMINE : NINFE : L ARVE : 

 A. phagocytophilum 0 - - - - 

B. henselae 0 - - - - 

C. burnetii 3 3 0 - - 

E. canis 0 - - - - 

L. infantum 0 - - - - 

Rickettsia sp. 14 12 2 - - 

 

Tab. 7: PCR delle zecche risultate positive 
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Sequenziamento del DNA estratto dalle zecche 

I campioni di Rickettsia spp. e di C. burnetii risultati positivi alla PCR sono stati sottoposti al 

sequenziamento del DNA. Tale analisi ha confermato la positività solo di 6 campioni di Rickettsia 

spp. rispetto ai 14 iniziali e 2 campioni di Coxiella rispetto ai 3 iniziali (vedi Tabella 8) :  

 

SEQUENZIAMENTO  

CAMPIONI  

POSITIVI IN 

PCR 

CAMPIONI CONFERMATI CON IL 

SEQUENZIAMENTO  
MASCHI  FEMMINE  

Rickettsia spp. 14 6 6 0 

Coxiella spp. 3 2 2 0 

 

Tab. 8: Campioni confermati positivi con il sequenziamento 

 

I campioni risultati positivi provenivano da zecche dell’Ogliastra. Nella tabelle 9 e 10 sono riportati 

sia le specie animali da cui sono state prelevate le zecche, sia la specie di zecca risultata positiva:  

 

PROVENIENZA : ANIMALE : SPECIE ZECCA  
Villagrande (Nu) Capra Haemaphisalis sulcata 

Seui (Nu) Cinghiale  Dermacentor marginatus  

Triei (Nu) Capra Rhipicephalus turanicus  

Loceri (Nu) Cane Rhipicephalus sanguineus  

Loceri (Nu) Agnello  Rhipicephalus sanguineus 

Loceri (Nu) Bovino Rhipicephalus sanguineus 

   Tab. 9: Specie animali dalle quali sono state rimosse le zecche risultate  
       positive per Rickettsia spp. 
 
PROVENIENZA : ANIMALE : SPECIE ZECCA  
Villagrande (Nu) Capra Haemaphisalis sulcata 

Loceri (Nu) Bovino Rhipicephalus sanguineus 

   Tab. 10: Specie animali dalle quali sono state rimosse le zecche  
                  risultate positive per C. burnetii. 

 

 

Un campione di Rhipicephalus sanguineus presentava una coinfezione di Rickettsia e Coxiella    

L’analisi della sequenza ci ha permesso di confermare la positività ma non di identificare con 

certezza, al momento, le specie di Rickettsiae presenti in questa zona.  
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Questo perché il gene utilizzato per la PCR e per il sequenziamento del DNA di Rickettsia (ompB) 

non consente una specifica classificazione in quanto la sua sequenza è comune alla maggior parte 

delle specie di Rickettsia conosciute. 

Per poter procedere nella tipizzazione abbiamo utilizzato la metodica RFLP analizzando tre loci 

genetici specifici per Rickettsia (Citrate syntase, omp A, omp B) che nelle diverse specie conosciute 

presentano differenze nella sequenza del DNA tali da poter essere evidenziate mediante l’utilizzo di 

specifici enzimi di restrizione (AluI, PstI e RsaI).  

 

Analisi in RFLP dei campioni positivi estratti da zecche 

 

I 6 campioni confermati con il sequenziamento, sottoposti all’analisi Restriction Fragment Length 

Polymorphisms per il gene della cytrate sintase (digestione con AluI) sono risultati appartenenti alle 

Rickettsiae del gruppo Spotted Fever.  

La successiva analisi del gene ompA, digerito con PstI e RsaI, e del gene ompB digerito con RsaI, 

ha permesso di identificare con certezza un unico campione, estratto da un Rhipicephalus 

sanguineus, come R. africae. 

 

 

        Fig. 12:  Analisi in RFLP dei ceppi di Rickettsia spp. 
                    1-5: amplificato ompA digerito con RsaI;  
                    6-10: amplificato ompA digerito con PstI;  

                  11-12: amplificato ompB digerito con RsaI;  
                  13-14: amplificato ompA e ompB non digerito.  
 

Un’ulteriore conferma è stata ottenuta dal sequenziamento del gene ompA che ha dato una 

omologia del 97% con il frammento del gene ompA presente in banca dati (BLAST).  

L’analisi dei rimanenti 5 campioni ha evidenziato profili di restrizione differenti tra di loro e 

differenti anche dal campione di R. rickettsii utilizzato come controllo. E’ perciò necessario 

procedere con altre metodiche di classificazione. 

 M       1       2        3       4         5          6        7        8       9       10        11     12     13    14 
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Risultati (UU.OO. 2,3) 

Unità operativa 2  

Responsabile Dr. Giuseppe Addis  
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna  
 

Unità operativa 3 

Responsabile Dr.ssa Pierangela Cabras  
Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Sardegna  
 

Catture dei vettori (U.O.2 e U.O.3): 

Dal Dicembre 2004 al Dicembre 2005 sono state catturate in totale 3.249 zecche: 1.728 zecche 

adulte, 1.507 larve e 14 ninfe nelle province di Nuoro (zona Ogliastra), Cagliari e Sassari:  

Di seguito sono riportati i valori relativi alle catture nelle tre province (con indicazione anche delle 

specie animali dalle quali sono stati fatti i prelievi di zecche):  

 

TORTOLI’:    

189 raccolte corrispondenti a circa 1.358 zecche adulte catturate (più 3 ninfe) da:   

51     ovini  

57    capre  

4    cinghiali  

6    mufloni  

2    ricci  

1    poiana  

3    volpi  

18    bovini  

1    daino  

6    territorio  

31    cani  

5    cavalli  

3    uomini  

1    gatto  
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CAGLIARI:   

55 raccolte corrispondenti a circa 293 zecche catturate (più 1.507 larve  e tre ninfe) da:  

53    cani  

1    cervo  

1    riccio  

1 larva prelevata da un piccione.  

 

 

SASSARI:  

4 raccolte corrispondenti ad 84 zecche raccolte tutte da cani. 

 

 

Identificazione dei vettori (U.O.2 e U.O.3): 

Ad oggi sono state classificate in laboratorio 1.378 zecche adulte, 1.507 larve e 14 ninfe; tutte le 

zecche analizzate appartenevano alla famiglia delle Ixodidae (ad eccezione di una larva 

appartenente alla famiglia delle Argasisae prelevata da un piccione) e comprendevano le seguenti 

specie:  

·  Argas reflexus Fabricius, 1794;  

·  Boophilus annulatus (Say, 1821);  

·  Dermacentor marginatus Sulzer, 1776; (scheda n°5) 

·  Haemaphisalis (Herpetobia) sulcata Canestrini & Fanzago, 1877; (scheda n°3) 

·  Hyalomma marginatum C.L. Kock, 1844; (scheda n°2) 

·  Rhipicephalus bursa Canestrini & Fanzago, 1877;  (scheda n°1) 

·  Rhipicephalus pusillus Gil Collado, 1938; 

·  Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806; (scheda n°4) 

·  Rhipicephalus turanicus Pomerantsev, 1940.  

 

Nelle tabelle seguenti sono riportati in percentuale i valori relativi alla caratterizzazione delle 

zecche (adulte e ninfe) rinvenute sugli animali in ciascuna provincia:  
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Specie zecca Percentuale 

Dermacentor marginatus  2.32 % 

Haemaphysalis sulcata  3.57 % 

Hyalomma marginatum marginatum 2.14 % 

Rhipicephalus bursa 9.29 % 

Rhipicephalus sanguineus 59.11 % 

Rhipicephalus turanicus 23.57 % 

 

Tab. 11: Specie raccolte nella provincia di Nuoro-Ogliastra,  
                    valori espressi in percentuale.  

 

 

     
 

Specie zecca Percentuale 

Argas reflexus  0.13 % 

Boophilus annulatus  1.74 % 

Hyalomma marginatum marg. 0.54 % 

Rhipicephalus bursa 0.81 % 

Rhipicephalus sanguineus 95.70 % 

Rhipicephalus pusillus  0.13 % 

Rhipicephalus turanicus 0.94 % 

 

Tab. 12: Specie raccolte nella provincia di Cagliari,  
                    valori espressi in percentuale. 

 

 

      Sassari  
 
Specie zecca Percentuale 

Ixodes ricinus  1.19 % 

Rhipicephalus sanguineus 98.81 % 

 

Tab. 13:Specie raccolte nella provincia di Sassari, 
       valori espressi in percentuale. 
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Nella tabella 14 è riportato il valore espresso in percentuale delle specie di zecche adulte e delle 

ninfe rinvenute; i dati si riferiscono alle catture effettuate in tutto il territorio regionale.  

 

Specie zecca Percentuale 

Ixodes ricinus 0.07%  

Boophilus annulatus 0.93% 

Haemaphisalis sulcata  1.45% 

Hyalomma marginatum marg. 1.15% 

Dermacentor marginatus  0.94% 

Rhipicephalus bursa  4.16% 

Rhipicephalus pusillus 0.07% 

Rhipicephalus sanguineus  81.24% 

Rhipicephalus turanicus  10.01% 

Totale 100.00% 

 

Tab. 14: Specie raccolte in Sardegna, valori  
     espressi in percentuale.  

 

 

Nella tabella 15 sono riportati i risultati relativi alle larve:  

 

Specie Larve 

Argas reflexus 1 

Rhipicephalus sanguineus 1.506 

Rhipicephalus bursa - 

Totale 1.507 

          Tab. 15: Catture di larve nel territorio regionale. 
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Conclusioni 

Dall’analisi dei risultati ottenuti relativamente alla sieroprevalenza si può sicuramente affermare 

che l’Ehrlichia canis è la specie che circola in modo predominante nell’azienda caprina (52.9%) e 

ovina (45%), seguita dalla Rickettsia spp. che nelle capre si riscontra nell’11.76% dei casi e nelle 

pecore nel 30%. Si è constatato che Coxiella e Anaplasma circolano in misura inferiore anche se 

non trascurabile, rispettivamente nel 5.8% dei caprini (in un unico esemplare), e nel 5% degli ovini 

(Anaplasma) e nel 10% degli stessi (Coxiella). 

Le semine su substrati cellulari hanno fatto registrare degli insuccessi, sicuramente da attribuire al 

fatto che in taluni casi si è reso necessario posticipare gli inoculi in quanto le metodiche colturali si 

possono eseguire unicamente presso i laboratori specializzati che sono ubicati in una sede diversa 

da quella dove sono stati eseguiti i prelievi. In futuro si potrà ovviare a questo inconveniente 

provvedendo alla raccolta dei buffy-coat nelle sedi dove vengono eseguiti i prelievi così che, 

conservando questi ultimi in freezer-medium a -80°C, sarà possibile effettuare il trasporto in 

condizioni tali da garantirne l’idoneità per la semina.  

L’analisi in PCR delle porzioni di DNA dei caprini estratte dal sangue in toto è risultata positiva in 

5 campioni per A. phagocitophylum (29.4%), mentre nell’azienda ovina solo 1 campione è risultato 

positivo per lo stesso agente eziologico. Di questi 5 campioni 2 sono stati confermati mediante 

similitudine al 99% con la sequenza del gene 16S rRNA dell’Anaplasma presente in banca dati. 

La PCR effettuata sul DNA totale estratto dalle linee cellulari inoculate con i Buffy-Coat ovini, in 

coltura per 20 giorni, ha dato esito positivo in 2 campioni che in seguito a sequenziamento sono 

risultati avere omologia del 99% con la sequenza del gene OMP B di R. rickettsii presente in banca 

dati. 

Relativamente alle analisi effettuate in PCR direttamente sui vettori catturati, si rileva che su 210 

pool di DNA estratti da zecche è stata ottenuta una positività del 6.6%  per Rickettsia spp. (14 

campioni su 210 pool), e dell’ 1.4% per C. burnetii (3 su 210). Inoltre merita di essere sottolineato il 

fatto che in un campione di DNA di zecche è stata registrata la contemporanea positività per 

entrambi i microrganismi a conferma  dell’ipotizzata coinfezione dei vettori. 

La successiva analisi con la metodica del sequenziamento di tali campioni positivi ha confermato la 

positività solo di 6 campioni del gruppo delle Rickettsie e 2 Coxielle. Uno dei campioni confermati 

ha dimostrato un’elevata similarità pari al 97% con il ceppo di R. africae mentre gli altri campioni 

analizzati hanno mostrato patterns elettroforetici diversi tra loro e diversi dal nostro campione di 

controllo positivo, Sarà opportuno e necessario procedere con successive ulteriori metodiche di 

identificazione. 
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La rappresentatività delle zecche rinvenute durante lo svolgimento del nostro lavoro, rispecchia 

l’andamento nazionale già conosciuto in relazione alla loro diffusione.A riprova del fatto che in 

Italia, nonostante la varietà di specie di zecche in grado di colonizzare diversi ambienti naturali, le 

specie dotate di maggiore plasticità, che sono andate man mano ad invadere ampi spazi condivisi 

dall’uomo, sono  Rhipicephalus sanguineus e Ixodes ricinus. Anche dai nostri risultati è emerso che 

la specie più rappresentata nell’isola è il Rhipicephalus sanguineus (81.25%). Questa specie è 

responsabile della trasmissione di numerosi microrganismi in particolare Rickettsie e Coxielle (vedi 

tabelle 8 e 9). Altre specie ben rappresentate sono Rhipicephalus bursa (4.18%) e Rhipicephalus 

turanicus (10.02%). 

L’ Ixodes ricinus è invece una zecca che, soprattutto allo stadio larvale, necessita per il suo sviluppo 

e sopravvivenza di elevati tenori di umidità relativa. La sua diffusione è quindi più elevata 

soprattutto negli ambienti con forte copertura vegetale, quali sottobosco. Le aree dove questa zecca 

è particolarmente abbondante sono alcune regioni del Nord Italia quali il Trentino–Alto Adige, il 

Veneto, la Liguria, oltre a parte dell’Appennino Tosco-Emiliano e il Lazio. A riprova della scarsa 

presenza nelle altre regioni italiane, dal nostro studio è emerso che tale zecca è stata prelevata solo 

da un cane proveniente dalla penisola, e quindi che la sua presenza in Sardegna sia stata dovuta ad 

un evento casuale. 

In conclusione, le analisi in PCR e in RFLP e il sequenziamento del DNA ci hanno permesso di 

acquisire informazioni sull’epidemiologia dei microrganismi veicolati dalle zecche in tutta la 

Sardegna, dove esistono poche informazioni a riguardo. Infatti, pur non sottovalutando il numero di 

microrganismi, fino ad ora conosciuti, trasmessi dalle zecche e la loro capacità di indurre stati 

patologici anche gravi, l’aspetto che più preoccupa quanti si interessino dell’argomento è 

l’allungarsi della lista degli agenti patogeni e la evidenziazione di nuove malattie connesse che un 

tempo erano praticamente sconosciute o non associate al morso della zecca. Lo studio del DNA e 

l’utilizzo delle tecniche molecolari  hanno permesso di associare a “nuovi” microrganismi di cui la 

zecca funge da vettore, “nuove” patologie, o per lo meno di individuarne la causa eziologica. 

Sarebbe auspicabile, considerati i risultati confortanti ottenuti, proseguire su questa strada con 

l’acquisizione di dati più numerosi in una continuazione dello studio che superi i 12 mesi di 

finanziamento, arco di tempo neanche utilizzabile in piena ergonomia in considerazione anche del 

fatto che il personale assegnato per lo svolgimento di tale ricerca non solo è stato assegnato in tempi 

“sfasati” rispetto alle esigenze, ma non possedeva neanche alcuna preparazione specifica nel settore, 

comportando ciò un impiego di tempo non irrilevante per la formazione. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n° 1              
1/4 

 
CLASSE Arachnida     ORDINE Ixodida     FAMIGLIA Ixodidae     GENERE Rhipicephalus 

 

GENERE e SPECIE Rhipicephalus bursa Canestrini & Fanzago, 1877 
 
 
 

   Foto maschio adulto D.                                                    Foto maschio adulto V.  
 
 

                               
                                                                

                                                                                                                
 
 

 
   Foto femmina adulta D.                                                  Foto femmina adulta V. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n° 1 

2/4 
 
 

Rhipicephalus bursa  
 

 
MORFOLOGIA DELL’ADULTO: MASCHIO 

 
 

FORMA DEL CORPO: ovale,più stretto anteriormente 
DIMENSIONI (a digiuno) Lunghezza: circa 4 mm    Larghezza: circa 2,5 mm 
SCUDO DORSALE: uniformemente bruno e densamente punteggiato 
OCCHI: alquanto sporgenti 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: a livello del margine anteriore  delle coxae II  e solchi genitali ravvicinati e subparalleli 
STIGMATA: con lunghe appendici, sottili ed incurvate 
CAPITULUM: con base a stretto esagono 
PALPI E IPOSTOMA: palpi simili a quelli della femmina, ma più tozzi e con apici piatti; ipostoma cilindrico con 
estremità arrotondata 
ARTI E TARSI : coxa I profondamente bifida; coxae II-IV con corte ma robuste spine; tarso IV con uncino preapicale 
ventrale 

 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: FEMMINA 
 

 
FORMA DEL CORPO: ovale 
DIMENSIONI (a digiuno) Lunghezza: 4 mm     Larghezza: circa 2 mm 
SCUDO DORSALE: lungo quanto largo, con massima larghezza a livello degli occhi, con margini arrotondati e 
punteggiature di varie dimensioni 
OCCHI: sporgenti 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II, con margini laterali divaricati e leggermente arrotondati 
STIGMATA: a largo ovale con breve processo caudale 
CAPITULUM: con base esagonale, più larga che lunga, con margine posterodorsale concavo 
PALPI E IPOSTOMA: palpi corti, con margine modicamente tondo e quasi piatto; ipostoma con estremità 
rotondeggiante 
ARTI E TARSI: come nel maschio 

 
 

 
MORFOLOGIA DELLA LARVA 

 
 

FORMA DEL CORPO: a lungo ovale 
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 0,4mm     Larghezza: circa 0,25mm 
SCUDO DORSALE: più largo che lungo, non sorpassa la metà dell’idiosoma 
OCCHI: piccoli 
FESTONI: presenti, in numero di 9  
CHETOTASSI: dorsalmente, 3 paia di setae scutali, 7 marginali e 2 centrali; ventralmente, 3 paia infracoxali, 2 
preanali, 5 marginali e 4 supplementari  
CAPITULUM: con base semilunare, più larga che lunga, con margine posteriore concavo e margini laterali arrotondati 
PALPI E IPOSTOMA: palpi larghi, con estremità arrotondate e margini laterali convessi; ipostoma con apice 
arrotondato 
ARTI E TARSI: coxae I-III coniche, prive di spine 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°1 
3/4 

 
 

Rhipicephalus bursa  
 
 
 

MORFOLOGIA DELLA NINFA 
 

 
FORMA DEL CORPO: ovale  
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 1,5 mm     
SCUDO DORSALE: stretto a margini anteriori leggermente convessi 
CAPITULUM: con base dorsale a margini posterolaterali che formano angoli arrotondati e sporgenti con quelli 
anterolaterali 
PALPI E IPOSTOMA: palpi lunghi con estremità pressochè piatte; ipostoma corto, uniformemente largo 
ARTI E TARSI: coxa I con due spine distanziate, di cui quella interna è notevolmente più corta dell’altra sporgente dal 
margine posteriore; coxae II-IV con creste arrotondate che non debordano dai margini posteriori 
 
 
 
 

BIOECOLOGIA ED ETOLOGIA 

 
 E’ specie esofila, difasica,  generalmente monotropa. Adulti e forme immature prediligono 
gli stessi ospiti, rappresentati da grossi ungulati domestici e selvatici (equini, suini, caprini, ovini e 
bovini). Ambienti particolarmente favorevoli allo sviluppo della specie sembrano essere quelli 
caratterizati da colture a graminacee, di media e bassa altitudine e pendii montuosi privi di fitta 
vegetazione arborea. Gli adulti aggrediscono gli ospiti abituali tra la tarda primavera e l’estate 
inoltrata; compiuto il pasto di sangue copulano sugli ospiti stessi (uno stesso maschio può 
inseminare più femmine) per poi abbandonarli velocemente. Le larve si rinvengono sull’ospite 
all’inizio dell’autunno, ma spesso anche agli esordi dell’inverno e dopo il pasto di sangue mutano a 
ninfa sull’ospite stesso, sul quale si alimentano per alcuni giorni per poi lasciarsi cadere a terra. In 
primavera sugli ospiti non si trovano mai forme immature. 
 

 

 

CICLO BIOLOGICO 

Il ciclo biologico può completarsi nell’arco di un anno. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°1 
4/4 

 
 

Rhipicephalus bursa  
 

 

 

PERIODO DI OVIDEPOSIZIONE 

 

In estate, dopo soli 5 giorni di preovideposizione ogni femmina emette circa 4000 uova nel 

giro di 18-24 giorni. 

 

  

DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 

 
 

E’ presente in un areale molto vasto: Africa nord-occidentale, Portogallo, Spagna, sud della 
Francia, Israele, Cipro, Turchia, Grecia, Bulgaria, Romania, ex Jugoslavia, Ungheria, Repubbliche 
sud-occidentali dell’ex URSS, Iran, Iraq. In Italia è stata segnalata in quasi tuto il territorio. 
 

 

 

RUOLO PATOGENO 

 
 
 Nella epidemiologia  delle infezioni protozoarie Rh. bursa svolge il suo ruolo più importante 
con specie del genere Babesia di cui, oltre che vettore e serbatoio, è ospite definitivo. E’ vettore di 
Anaplasma marginale e di Anaplasma sp., di Nuttalia equi, di Theileria sergenti, di Listeria 
monocytogenes e svolge un ruolo nel mantenimento di Coxiella burneti di cui può essere anche 
serbatoio (in Crimea). E’ implicata inoltre nella trasmissione di molti virus. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n° 2 
1/3 

 
CLASSE Arachnida     ORDINE Ixodida     FAMIGLIA Ixodidae     GENERE Hyalomma 

 

GENERE e SPECIE Hyalomma marginatum marginatum C.L. Koch, 1844 
 
 
 

  Foto maschio adulto  D.                                                      Foto maschio adulto V. 
 

                        
     

                                                                   
 

 
 

 Foto femmina adulta D.                          Foto femmina adulta V.  
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n° 2 
2/3 

 
 

Hyalomma marginatum marginatum  
 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: MASCHIO 
 

 
FORMA DEL CORPO: lungo 
DIMENSIONI     Lunghezza: circa 4-6 mm    Larghezza: circa 3,0-3,5 mm 
SCUDO DORSALE: bruno sruro rossastro con numerose punteggiature di varia grandezza 
OCCHI: ben sviluppati 
FESTONI: non fusi 
APERTURA GENITALE: fra le coxae I e II 
SCUDI SUBANALI: subtriangolari, non distanziati dagli scudi adanali 
STIGMATA: con coda lunga e tozza, leggermente arcuata 
CAPITULUM : con base a margine posteriore dorsale concavo e margini laterali leggermente divergenti anteriormente 
PALPI E IPOSTOMA: palpi lunghi e diritti, con articolo I ventralmente prolungato come appendice spiniforme; 
ipostoma lungo con estremità arrotondata 
ARTI: di colore bruno rossastro con anelli chiari; coxa I con spina bifida, coxae II-IV con corte e larghe spine esterne 
 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: FEMMINA 
 

 
CORPO: che può raggiungere notevoli dimensioni 
DIMENSIONI     Lunghezza: da 6 a 18 mm     Larghezza: da 3 a 6 mm circa 
SCUDO DORSALE:  rosso-nero più largo che lungo, con scapulae molto alte e larghe e numerose 
punteggiature 
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II, a coppa 
STIGMATA: a larghi ovali, pesantemente chitinizzati con brevi appendici caudali ricurve ed appuntite 
CAPITULUM : con base a margine posteriore dorsale concavo e margini laterali leggermente 
divergenti anteriormente 
PALPI E IPOSTOMA: palpi lunghi e diritti, con articolo I ventralmente prolungato come appendice spiniforme; 
ipostoma lungo con estremità arrotondata 
ARTI: di colore bruno rossastro con anelli chiari; coxa I con spina bifida, coxae II-IV con corte e larghe spine esterne  
 
 
 
 
 

BIOECOLOGIA ED ETOLOGIA 

 
 H. m. marginatum, come le altre sottospecie è zecca esofila, difasica e ditropa, i cui adulti si 
nutrono soprattutto su grossi mammiferi artiodattili (suini, cervi, capre, pecore, bovini) e 
perissodattili (cavalli, asini). Gli immaturi si nutrono su roditori e lagomorfi, tavolta su insettivori, 
ma soprattutto uccelli appartenenti a svariati ordini. Ha il suo massimo di attività in primavera-
estate, ma nelle regioni a clima mite, come in Sardegna, gli aduti si rinvengono sugli ospiti durante 
tutto l’arco dell’anno. Larve e ninfe resistono al digiuno, rispettivamente per 175 e 168 giorni; gli 
adulti anche 421. 
 

 



 37 

SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n° 2 
3/3 

 
 

Hyalomma marginatum marginatum 
 

.  

CICLO BIOLOGICO 

 

Il ciclo biologico dura un anno ed’è fortemente condizionato dalla temperatura nei periodi di 
non nutrizione. 

 

 

ACCOPPIAMENTO E OVIDEPOSIZIONE 

 

L’accoppiamento dura 10-15 minuti, ed’è multiplo per ogni maschio; la femmina depone 
circa 12.000 uova.  

 
 
 

DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 

 
Esistono diverse sottospecie di H. marginatum, distinguibili per morfologia, ecologia e 
distribuzione areale; H. m. marginatum è la zecca presente nel bacino del Mediterraneo (Grecia, ex 
Jugoslavia, Francia meridionale, Spagna, Marocco, Algeria e isole mediterranee) Turchia, 
Portogallo, Bulgaria, Romania e Repubbliche meridionali dell’ex URSS. La zecca è stata rinvenuta 
anche in aree in cui le condizioni climatiche non garantiscono la prosecuzione del ciclo biologico 
(Svizzera, Danimarca, Polonia, Cecoslovacchia, Egitto), sicuramente trasportate da uccelli 
migratori. In Italia è segnalata in quasi tutte le regioni, Sardegna compresa.   

 
 
 
 

RUOLO PATOGENO 

 
E’ vettore di Theileria annulata, Nuttallia equi e Babesia equi, di cui è anche serbatoio naturale; 
trasmette anche Brucella suis (per via transtadiale e transovarica), Listeria monocytogenes, 
Pasteurella pseudotubercolosis, Salmonella abortusovis e S. typhimurium. E’ implicata nella 
epidemiologia della febbre Q, essendo vettore di Coxiella burneti, e del virus della febbre 
emorragica. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°3 
1/3 

 
CLASSE Arachnida     ORDINE Ixodida     FAMIGLIA Ixodidae     GENERE Haemaphysalis 

 

GENERE e SPECIE Haemaphysalis (Herpetobia) sulcata Canestrini & Fanzago, 
1877 

 
 
 
 

Foto maschio adulto D.                                                               Foto maschio adulto V.  
 

                                      
 

 
 
 

 
 

Foto femmina adulta D.                                                           Foto femmina adulta V.  
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°3 
2/3 

 
 

Haemaphysalis (Herpetobia) sulcata  
 

 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: MASCHIO 
 
 

FORMA DEL CORPO: a stretto ovale 
DIMENSIONI     Lunghezza: circa 4,0 mm    Larghezza: circa 2,2 mm 
SCUDO DORSALE: con minute e dense punteggiature, con scapulae alte e appuntite 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: fra le coxae I e II 
STIGMATA: piccoli, a goccia, con coda corta, appuntita, rivolta posterolateralmente 
CAPITULUM: con base dorsalmente rettangolare, nettamente più lunga che larga, munita di robuste cornua lunghe, 
arcuate, a punte smussate 
PALPI E IPOSTOMA: palpi come nella femmina, ma più larghi e più corti; ipostoma spatoliforme 
ARTI E TARSI: coxae con spine interne; tarsi II-IV con due piccoli uncini ventrali, di cui uno prossimale e l’altro 
distale 

 
 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: FEMMINA 
 

 
FORMA DEL CORPO: a stretto ovale 
DIMENSIONI     Lunghezza: circa 4,3 mm     Larghezza: circa 2,2 mm 
SCUDO DORSALE: più lungo che largo, a margini laterali continui e margini posteriori che confluiscono 
medialmente a punta smussata 
FESTONI: presenti, in numero di 11  
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II 
STIGMATA: piccoli, rilevati, con cortissima coda puntiforme rivolta posteriormente  
CAPITULUM: con base dorsalmente rettangolare, con margine posteriore modestamente prolungato ed ampiamente 
arrotondato alle estremità 
PALPI E IPOSTOMA: palpi con articolo I ridotto e articolo II voluminoso e sporgente lateralmente, più largo del 
terzo 
ARTI E TARSI: coxae I-III con minute spine interne, più spesso ridotte a modeste creste chitinose, trocantere I con 
grossa spina dorsale; tarsi muniti di uncini ventrali apicali 
 
 

 
MORFOLOGIA DELLA LARVA 

 
 

FORMA DEL CORPO: a largo ovale 
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 0,8 mm     Larghezza: circa 0,6 mm 
SCUDO DORSALE: più largo che lungo, con scapulae alte, a punte arrotondate 
FESTONI:  presenti, in numero di 11 
CHETOTASSI: dorsalmente, 3 paia di setae scutali, 2 centrali e 6 marginali; ventralmente, 3 paia infracoxali, 1 
preanale, 6 marginali e 3 supplementari  
CAPITULUM: con base dorsalmente rettangolare priva di cornua 
PALPI E IPOSTOMA: palpi subtriangolari con margini mediali diritti; articolo I ridotto; ipostoma con estremità 
arrotondata 
ARTI: arti con coxae prive di spine; trocantere I con piccola spina dorsale  
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°3 
3/3 

 
 

Haemaphysalis (Herpetobia) sulcata 
 
 

MORFOLOGIA DELLA NINFA 
 

 
FORMA DEL CORPO: a stretto ovale con margini laterali subparalleli 
DIMENSIONI:    Lunghezza: (escluso il capitulum) circa 1,6 mm    Larghezza: 1,0 mm 
SCUDO DORSALE: più largo che lungo, a margini posterolaterali armoniosamente arcuati, che non raggiungono la 
metà dell’idiosoma 
FESTONI:  presenti, in numero di 11 
CAPITULUM: con base dersalmente rettangolare e margine posteriore arrotondato alle estremità; cornua assenti 
PALPI E IPOSTOMA:  palpi con articolo I ridotto; ipostoma con diametro uniforme, dentellato per quasi tutta la sua 
lunghezza  
ARTI : coxae I-III con modesti rinforzi chitinosi marginali; coxa IV inerme; trocantere con spina dorsale evidente 
 
 

BIOECOLOGIA ED ETOLOGIA 

 
 E’ specie xerofila, ditropa e trifasica; femmine e maschi si nutrono prevalentemente su ovini 
e caprini, ma anche su equini e bovini, durante tutto il periodo autunno-inverno-primavera. Gli 
immaturi (larve e ninfe), invece, hanno come ospiti abituali rettili ed uccelli su cui si rinvengono 
sopratutto in estate-autunno. Questa specie, assente nei biotopi a foresta densa e nelle aree urbane, è 
rinvenibile in quelli a macchia arbustiva, semidesertici o a steppa. 
 
 

DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 

 
E’ presente nelle Repubbliche meridionali dell’ex URSS, in India nord-occidentale, Pakistan, 
Afganistan, Iran, Iraq, Giordania, Siria, Israele, Cipro, Turchia, Bulgaria, Romania, Ungheria, ex 
Jugoslavia, Svizzera meridionale, Alpi meridionali francesi, Spagna, Marocco e Tunisia. Nel 
Sinai e nello Yemen sono state segnalate sporadicamente. In Italia è stata segnalata in poche 
regioni: Abruzzo, Calabria, Lazio, Liguria, Molise, Puglia, Sicilia, Toscana e Sardegna. 

 

RUOLO PATOGENO 

 
 Il ruolo patogeno di questa specie non è ancora del tutto noto, anche perché su di essa sono 
state condotte poche ricerche. E’ vettore di Anaplasma ovis e di Theileria annulata, che trasmette 
per via transovarica alla prole, e di Brucella melitensis. In Bulgaria si è isolato in questa zecca il 
virus Bhanja (BHA). In diverse regioni del suo areale di distribuzione può essere causa di paralisi 
da zecche per gli animali domestici e per l’uomo. 
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SCHEDA D’DENTIFICAZIONE ZECCHE n° 4 
1/4 

 
CLASSE Arachnida     ORDINE Ixodida     FAMIGLIA Ixodidae     GENERE Rhipicephalus 

 

GENERE e SPECIE Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) 
 
 
 
 

Foto maschio adulto D.                                                     Foto maschio adulto V.  
 

 

                                                   
                                              
 
 

 
Foto femmina adulta D.                                                 Foto femmina adulta V.  
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SCHEDA D’DENTIFICAZIONE ZECCHE n° 4 
2/4 

 
Rhipicephalus sanguineus 

 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: MASCHIO 
 
 
 
 

FORMA DEL CORPO: ovale 
DIMENSIONI (a digiuno) Lunghezza: circa 3 mm    Larghezza: circa 1,5 mm 
SCUDO DORSALE: ricco di grosse punteggiature 
OCCHI: circolari, piatti 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: fra le coxe I e II e solchi genitali diritti 
STIGMATA: con lunga coda arcuata e stretta, non più larga della metà di un festone 
CAPITULUM: con base esagonale simile a quella della femmina  
PALPI E IPOSTOMA: palpi più tozzi rispetto alla femmina ed appiattiti apicalmente 
ARTI E TARSI: coxa I profondamente bifida, coxae II-IV con spine esterne corte e robuste; tarso IV con due uncini 
ventrali 

 
 

MORFOLOGIA DELL’ADULTO: FEMMINA 
 
 
FORMA DEL CORPO: ovale 
DIMENSIONI     Lunghezza: da 3,5 mm (a digiuno) a 11 mm (ingorgati)    Larghezza: da 1,5 a 7 mm 
SCUDO DORSALE: più lungo che largo, con margini posterolaterali spezzati in due segmenti rettilinei 
OCCHI: appiattiti 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II, a fondo piatto e margini laterali diritti e divergenti  
STIGMATA: a grossi quadrilateri arrotondati con breve e tozza coda 
CAPITULUM: a base esagonale, con margine posterodorsale leggermente concavo 
PALPI E IPOSTOMA: palpi corti con estremità a tondo appiattito 
ARTI E TARSI: coxa I profondamente bifida, coxae II-IV con spine esterne corte e robuste; tarso IV con due uncini 
ventrali 

 
 

 
MORFOLOGIA DELLA LARVA 

 
 
 

FORMA DEL CORPO: con margini laterali convessi 
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 0,6 mm     Larghezza: circa 0,4 mm 
SCUDO DORSALE: più largo che lungo, che non sorpassa la metà dell’idiosoma 
OCCHI: grandi alla confluenza dei margini anterolaterali con quello posteriore pressochè rettilineo 
FESTONI: presenti, in numero di 9  
CHETOTASSI: dorsalmente, 3 paia di setae scutali, 8 marginali, 2 centrali; ventralmente, 3 paia infracoxali, 2 
preanali, 5 marginali e 4 supplementari  
CAPITULUM: a base esagonale con margini posterolaterali che formano angoli molto acuti con quelli anterolaterali ed 
ottusi con il margine posteriore 
PALPI E IPOSTOMA: palpi larghi, tozzi, con estremità arrotondate, con margini esterni convessi ed interni 
subparalleli; ipostoma ad apice arrotondato 
ARTI E TARSI: coxa I con cresta interna arrotondata che non sorpassa il margine posteriore 
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SCHEDA D’DENTIFICAZIONE ZECCHE n° 4 
3/4 

 
Rhipicephalus sanguineus 

 
 
 
 

MORFOLOGIA DELLA NINFA 
 
 

 
FORMA DEL CORPO: ovale  
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 1,3 mm    Larghezza: 0,7 mm 
SCUDO DORSALE: con margini anterolaterali concavi, con corte setae nelle aree cervicale e scapolari 
CAPITULUM: con base esagonale i cui margini posterolaterali sorpassano nettamente i bordi delle scapulae 
PALPI E IPOSTOMA: palpi stretti; ipostoma uniformemente largo, con apice a tondo appiattito 
ARTI E TARSI: coxa I con due spine non adiacenti, di cui l’esterna è più stretta e più lunga 
 

 

BIOECOLOGIA ED ETOLOGIA 

 
 

Strettamente associata al cane, che al seguito dell’uomo l’ha diffusa un po’ ovunque, Rh. 
sanguineus vive in ambiente sinantropico, è endofila (manca nelle aree forestali) ed ha un ciclo 
trifasico. In condizioni climatiche favorevoli si possono verificare fenomeni di parassitismo 
secondario ed avere come ospiti anche erbivori domestici come equini, caprini, ovini e bovini che 
frequentano l’abitat in cui vive il cane. Anche l’uomo può essere parassitato, ma ciò accade 
accidentalmente. In Sardegna è attiva tutto l’anno con picchi in primavera e tardo autunno. Sia le 
fasi larvali che gli adulti sono particolarmente resistenti al digiuno.  

 

 

CICLO BIOLOGICO 

 

La durata del ciclo biologico è subordinata alla temperatura ambientale. 

 

 

PERIODO DI OVIDEPOSIZIONE 

 

 

E’ condizionato dai fattori climatici e ci possono essere diverse generazioni annuali; la 
femmina depone fino alle 6000 uova. 
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SCHEDA D’DENTIFICAZIONE ZECCHE n° 4 
4/4 

 

Rhipicephalus sanguineus 

 

 

 

DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 

 
 

E’ specie ubiquitaria; è presente in quasi tutti i Paesi europei. In Italia è stata segnalata in 
tutte le regioni, Sardegna compresa. 
 
 
 
 

RUOLO PATOGENO 

 
 

E’ vettore  di Anaplasma marginale, trasmesso transtadialmente, e di Babesia canis, che può 
trasmettere anche per via transovarica. E’ vettore di Salmonella enteritidis, di Haemobartonella 
canis, di Brucella canis e di Ehrlichia canis, rickettsia diffusa in tutti i continenti, tranne che in 
Australia. In patologia umana è molto importante il ruolo svolto nella trasmissione di rickettsie, 
soprattutto di Rickettsia conori, agente patogeno della febbre bottonosa del Mediterraneo; la zecca 
trasmette transtadialmente e transovaricamente R. conorii ed è vettore e serbatoio di Coxiella 
burneti. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°5  
1/4 

 
CLASSE Arachnida     ORDINE Ixodida     FAMIGLIA Ixodidae     GENERE Dermacentor 

 

GENERE e SPECIE Dermacentor marginatus (Sulzer, 1776) 
 
 
 
              
 

Maschio adulto D.                                        Maschio adulto V.  
  
  

                                      
     

 
 
 
 

  Femmina adulta D.                                                                    Femmina adulta V.  
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°5  
2/4 

 
Dermacentor marginatus 

 
MORFOLOGIA DELL’ADULTO: MASCHIO 

 
 

 FORMA DEL CORPO: ovale 
DIMENSIONI     Lunghezza: circa 7 mm    Larghezza: circa 4,5 mm 
SCUDO DORSALE: ricco di smaltature più evidenti nelle aree scapolari, posterocervicali, centrali e 
lateromarginali 
OCCHI: circolari, piatti 
FESTONI: presenti, in numero di 11 
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II 
STIGMATA: ovali, lunghi 
CAPITULUM: con base dorsale rettangolare larga quanto lunga e cornua lunghe e robuste 
PALPI E IPOSTOMA: palpi diritti, con articolo I molto ridotto; ipostoma robusto e più corto dei palpi 
ARTI E TARSI: arti robusti, con aree biancastre simili a quelle dello scudo più o meno diffuse fino alla tibia; tarsi 
con minuti uncini preapicali ventrali 

 
 

 
MORFOLOGIA DELL’ADULTO: FEMMINA 

 
 
FORMA DEL CORPO: ovale 
DIMENSIONI     Lunghezza: circa 5 mm     Larghezza: circa 4 mm 
SCUDO DORSALE: rotondeggiante, smaltato con macchie biancastre assenti nelle aree cervicale e suboculari 
OCCHI: circolari, piatti 
FESTONI: presenti, visibili ventralmente 
APERTURA GENITALE: a livello delle coxae II 
STIGMATA: a largo ovale, rilevati, con appendici caudali cortissime 
CAPITULUM: con base dorsalmente rettangolare, più larga che lunga, con cornua piccole 
PALPI E IPOSTOMA: palpi diritti, con articolo I molto ridotto; ipostoma robusto, leggermente più corto dei 
palpi  
ARTI E TARSI: arti con coxa I fissurata in due spine ugualmente lunghe, una interna larga ed una esterna stretta; 
tarsi con piccoli uncini ventrali preapicali 

 
 
 

MORFOLOGIA DELLA LARVA 
 

 
FORMA DEL CORPO: a largo ovale 
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 0,6 mm     Larghezza: circa 0,5 mm 
SCUDO DORSALE: più lungo che largo, con margine posteriore leggermente arrotondato e quasi piatto, che non 
supera la metà dell’idiosoma 
CHETOTASSI: dorsalmente, 3 paia di setae scutali, 4 marginali, 2 centrali e 4 supplementari; ventralmente, 3 paia 
infracoxali, 2 preanali, 4 marginali e 4 supplementari  
CAPITULUM: con base dorsale a margini posterolaterali prolungati che formano angoli molto acuti, spiniformi, 
con quelli anterolaterali 
PALPI E IPOSTOMA: palpi a margini convessi con estremità a punte smussate; ipostoma corto,piatto 
apicalmente 
ARTI E TARSI: coxa I con piccola spina interna; coxae II – III con spine esterne che debordano dai margini 
posteriori  
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°5  
3/4 

 
Dermacentor marginatus 

 
 

MORFOLOGIA DELLA NINFA 
 
FORMA DEL CORPO: ovale  
DIMENSIONI:     Lunghezza: circa 2,7mm    Larghezza: 1,3 mm 
SCUDO DORSALE: con margini anterolaterali leggermente convessi e posterolaterali concavi che non superano 
la metà dell’idiosoma 
CAPITULUM: con base triangolare, nettamente più larga che lunga, con margine posteriore rettilineo e margini 
laterali divergenti anteriormente 
PALPI E IPOSTOMA: palpi molto più stretti che nelle forme adulte; ipostoma corto, più largo nella metà apicale 
ARTI E TARSI: coxa I con due spine distanziate, di cui l’interna notevolmente più piccola rispetto a quella molto 
marcata posta sul margine posteriore; coxae II-IV con sole spine esterne progressivamente più modeste 
 
 
 
 

BIOECOLOGIA ED ETOLOGIA 

 
 

E’ specie trifasica, ditropa e xerofila (lande e pendii aridi, con dominanza di comunità 
vegetali arbustive e pascoli incolti di media e alta montagna). Gli adulti parassitano artiodattili 
(suini, bovini, ovini) e perissodattili (equini), meno di frequente alcuni carnivori e l’uomo. Gli 
immaturi hanno come ospiti abituali insettivori, roditori e qualche uccello terricolo; le ninfe si 
possono rinvenire anche sugli ospiti preferiti dagli adulti, i quali sono attivi in primavera e in 
autunno, e in inverni miti. In estate sono attive larve e ninfe. 
 

.  

CICLO BIOLOGICO 

 

Il ciclo biologico richiede non meno di 14 mesi. 

 

 

PERIODO DI OVIDEPOSIZIONE 

 

Primavera e autunno 

 

DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA 

 
E’ specie euro-centro-asiatica. In Italia è presente in quasi tutte le regioni, compresa la 

Sardegna. 
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SCHEDA D’IDENTIFICAZIONE ZECCHE n°5  
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Dermacentor marginatus 

 
 

RUOLO PATOGENO 

 
 

E’ vettore di Nuttalia equi, Brucella melitensis, Salmonella typhimurium, Francisella 
tularensis, che in questa zecca si trasmettono transtadialmente e transovaricamente, nonché di 
Listeria monocytogenes, Bacillus anthracis, Clostridium perfrigens e Pastorella 
pseudotubercolosis. 
Da questa zecca sono state isolate inoltre leptospire e varie specie di rickettsie (Coxiella burneti, 
Rickettsia conori, R. siberica e R. slovacca). 
E’ sicuramente vettore di Babesia equi, B. caballi e B. ovis, mentre è sospetta per B. microbi e B. 
rhodaini (responsabili della babesiosi nell’uomo). 
E’ uno dei principali vettori degli agenti etiologici dell’encefalite da zecche; trasmette anche 
l’ Anaplasma ovis.  
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