
1

SOCIETÀ ITALIANA 
DI 

PATOLOGIA AVIARE
SEZIONE ITALIANA DELLA

WORLD VETERINARY POULTRY ASSOCIATION

Atti della Società Italiana di Patologia Aviare

2024

Rimini (RN), 10 Maggio 2024
Lodi (LO), 12/13 Settembre 2024

LXIII CONVEGNO NAZIONALE SIPALXIII CONVEGNO NAZIONALE SIPA
IX SIMPOSIO SCIENTIFICOIX SIMPOSIO SCIENTIFICO



SOCIETÀ ITALIANA 
DI 

PATOLOGIA AVIARE
SEZIONE ITALIANA DELLA

WORLD VETERINARY POULTRY ASSOCIATION

ATTI ATTI 
della Società Italianadella Società Italiana

didi
Patologia AviarePatologia Aviare

20242024

Rimini (RN), 10 Maggio 2024
Lodi (LO), 12/13 Settembre 2024



3

INDICE
Prefazione........................................................................................................pag. 15

ATTI DEL LXIII CONVEGNO NAZIONALE SIPA
Rimini (RN), 10 Maggio 2024

CONVEGNO
AVICONIGLICOLTURA ITALIANA:

SOSTENIBILITÀ E TRASFERIBILITÀ NEL MONDO

•	RAISING SLOW-GROWING BROILERS IN HOLLAND
	 Bosman S........................................................................................................pag. 18

•	L’ALLEVAMENTO DEL POLLO DA CARNE A LENTA CRESCITA IN ITALIA
	 Scolari A. .......................................................................................................pag. 21

ATTI DEL IX SIMPOSIO SCIENTIFICO

Lodi, 12/13 Settembre 2024

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE

•	SVILUPPO E VALIDAZIONE DI UN ARRAY DI REAL-TIME RT-PCR 
PER LA RAPIDA PATOTIPIZZAZIONE DEL PARAMYXOVIRUS 
AVIARIO DI TIPO I (APMV-1)

	 Fortin A., Laconi A., Monne I., Cecchinato M., Crimaudo M., Valastro V., D’Amico V., 
Bortolami A., Gastaldelli A., Varotto M., Terregino C., Panzarin V. .............. pag. 31

•	SORVEGLIANZA PER INFLUENZA AVIARE IN VOLATILI SELVATI-
CI IN REGIONE LOMBARDIA NEL PERIODO 2022-2024

	 Trogu T., Bellini S., Canziani S., Carrera M., Chiapponi C., Chiari M., Farioli M. 
Fusaro A., Nucci A., Soliani L., Bortolami A., Terregino C., Lavazza A.,  
Moreno A. ............................................................................................................................pag. 38



4

•	VIROSI AVIARIE IN AVIFAUNA DECEDUTA PRESSO UN CENTRO 
RECUPERO ANIMALI SELVATICI DELLA LOMBARDIA: RISULTATI 
DEL MONITORAGGIO NELL’ANNO 2023

	 Rapi M.C., Musa L., Santandrea F., Lelli D., Moreno A., Lavazza A., Raimondi S., 
Farioli M., Chiari M., Bianchi G.B.M., Grilli G.................................................... pag. 46

•	CARATTERIZZAZIONE DELL’INTERFACCIA UCCELLI DOMESTI-
CI-FAUNA SELVATICA IN UN’AREA AD ELEVATO RISCHIO DI IN-
TRODUZIONE DI INFLUENZA AVIARIA

	 Graziosi G., Lupini C., Dalla Favera F., Martini G., Dosa G., Trevisani G., 
Garavini G., Mannelli A., Catelli E. .......................................................................... pag. 65

•	EVIDENZE SIEROLOGICHE DELLA CIRCOLAZIONE DI METAP-
NEUMOVIRUS AVIARE (AMPV) IN BROILER IN ITALIA

	 Tucciarone C.M., Legnardi M., Cecchinato M., Franzo G., Poletto F., Miccio L., 
Busquet M., Carceller E., Dardi M., Solé M., Pasotto D..................................... pag. 70

•	REOVIRUS AVIARI ISOLATI IN ALLEVAMENTI DI BROILER DEL 
NORD-EST ITALIA NEL 2019-2024, CARATTERISTICHE GENETI-
CHE E CASI CLINICI

	 Bortolami A., Viel L., Zandonà L., Leardini S., Castaldello I., Franzo G., Gavazzi L., 
Luisetto P., Pastori A., Fusaro A., Cecchinato M., Rinaldi E., Catania S., 
Terregino C. ....................................................................................................................... pag. 77

•	 IDENTIFICAZIONE E CARATTERIZZAZIONE MOLECOLARE DI 
CEPPI RIASSORTANTI DELL’EUROPA NORDOCCIDENTALE (GE-
NOTIPO A3B1) IN ITALIA

	 Poletto F., Tonellato F.R., Tucciarone C.M., Franzo G., Broggi M., Pirotta M., 
Falappa S., Ceroni S., Cecchinato M., Legnardi M............................................pag. 83

•	VACCINAZIONE PER LA BURSITE INFETTIVA AVIARE NEL POL-
LO DA CARNE: APPLICABILITÀ DEI VACCINI VIVI ATTENUATI AL 
PRIMO GIORNO DI VITA PER VIA SOTTOCUTANEA

	 Lupini C., Pedrazzoli S., Lizzi G., Quaglia G., Graziosi G., Salaroli R., Russo E., 
Gentile N., Longoni C., Anfossi P., Catelli E.........................................................pag. 90

•	 IMPATTO DELLA DIFFUSIONE GLOBALE, DELL’EPIDEMIOLOGIA 
E DELLE STRATEGIE DI CONTROLLO SULL’EVOLUZIONE DEL 
LINEAGE GI-19 (Genotipo QX) DEL VIRUS DELLA BRONCHITE IN-
FETTIVA

	 Franzo G., Faustini G., Tucciarone C. M., Poletto F., Tonellato F. R., Cecchinato M., 
Legnardi M........................................................................................................................... pag. 96



5

•	PRIMA IDENTIFICAZIONE DI CEPPI IB80-LIKE (GENOTIPO GVIII) 
DEL VIRUS DELLA BRONCHITE INFETTIVA AVIARE IN ITALIA

	 Legnardi M., Poletto F., Andolfatto C., Franzo G., Bianco L., Cecchinato M., 
Tucciarone C.M................................................................................................................. pag. 112

•	ANALISI MOLECOLARI IN CORSO D’INFEZIONE DA ADENOVI-
RUS IN PSITTACIDI EVIDENZIANO LA CIRCOLAZIONE DI NUOVI 
TIPI VIRALI E AMPIA VARIABILITÀ GENETICA

	 Lizzi G., Fasana S., Grilli G., Quaglia G., Pedrazzoli S., Graziosi G., Catelli E., 
Musa L., Rapi M.C., Lupini C....................................................................................... pag. 118

•	NUOVI SISTEMI ANALITICI PER COMPRENDERE IL COMPLESSO 
EQUILIBRIO AVICOLO. UN CASO CLINICO PER CONDIVIDERE LE 
POTENZIALITÀ DEL SISTEMA

	 Tata A., Zacometti C., Massaro A., Leone A., Falappa S., Ceroni S., Catania S........ pag. 124

•	 IMPIEGO DELLA FOURIER TRANSFORM INFRARED SPECTRO-
SCOPY PER LA TIPIZZAZIONE DI RIEMERELLA ANATIPESTIFER

	 Zandonà L., Drigo I., Cordovana M., Cordioli B., Guolo A., Garbuio M., Rizzardi A., 
Vedana M., Girotto E., Bano L....................................................................................pag. 140

•	RIPRODUZIONE SPERIMENTALE DELL’ENTERITE NECROTICA 
DEL TACCHINO IMPIEGANDO DIVERSI CEPPI DI CLOSTRIDIUM 
PERFRINGENS

	 Cordioli B., Drigo I., Palazzolo L., Garbuio M., Zandonà L., Zanardello C., 
Gagliazzo L., Guolo A., Bano L., Vereecken M. .................................................pag. 146

•	COMBINAZIONE DI VACCINI SALMONELLA VIVI E INATTIVATI 
PER IL CONTROLLO DELLA TIFOSI AVIARE IN GALLINE OVAIOLE

	 Joaquim P., Balbiani F., Socas L., Morales H., Rubio J., Gomez M., Chacana P......pag. 158

•	MUCISPIRILLUM SCHAEDLERI COME POSSIBILE BIOMARKER 
DELLA SALUTE INTESTINALE DEI POLLI

	 Borrelli L., Coretti L., Turco L., Santaniello A., Lembo F., Fioretti A., Dipineto L....pag. 165

•	VALUTAZIONE IN VITRO DELL’EFFICACIA ANTIMICROBICA 
DELL’OLIO ESSENZIALE DI CANNELLA NEI CONFRONTI DI STI-
PITI APEC (AVIAN PATHOGENIC ESCHERICHIA COLI)

	 Casalino G., Camarda A., Bozzo G., Dinardo F.R., Bove A., Romito D., Dimuccio M.M., 
Circella E. ...........................................................................................................................pag. 172



6

•	ATTIVITA ANTICOCCIDICA IN VITRO E IN VIVO DI PRINCIPI ATTI-
VI VEGETALI NEI CONFRONTI DI EIMERIA SPP.

	 Carlu C., Chabrillat T., Del Zozzo F., Girard C., Kerros S...............................pag. 181

•	UNA MISCELA MICROINCAPSULATA DI COMPOSTI BOTANICI MI-
GLIORA LE PERFORMANCE PRODUTTIVE E LA SALUTE INTESTI-
NALE DI POLLI DA CARNE VACCINATI PER COCCIDIOSI

	 Giovagnoni G., Tugnoli B., Piva A., Khattak F. , Grilli E..................................pag. 189

•	STUDIO PRELIMINARE SUL RUOLO DEGLI UCCELLI SELVATICI 
COME BIOINDICATORI DELLA RESISTENZA ANTIMICROBICA 
AMBIENTALE 

	 Esposito E., Scarpellini R., Celli G., Marliani G., Zaghini A., Mondo E., Piva S......pag. 194

•	PRELIMINARY INVESTIGATION ON THE PRESENCE OF RESI-
STANT ENTEROBACTERIACEAE IN POULTRY AND SYNAN-
THROPIC BIRDS OF AN URBAN SYSTEM OF SOCIAL AGRICUL-
TURE IN NAPLE

	 Santaniello A., Russo T.P., Dipineto L., Borrelli L., Mastronardi D., Fioretti A....pag. 200

•	 IMPLICAZIONI DI SICUREZZA ALIMENTARE IN EPISODI DI BO-
TULISMO IN GALLINE OVAIOLE

	 Cordioli B., Zandonà L., Harper V., Garbuio M., Drigo I., Guolo A., Genovese S., 
Ferro T., Capello K., Viel L., Bano L........................................................................pag. 208

•	PREVALENCE OF CAMPYLOBACTER SPP. THROUGH THE POUL-
TRY MEAT PRODUCTION CHAIN IN THREE ITALIAN REGIONS

	 Tirloni E., Roila R., Scarano C., Branciari R., Meloni M.P., Piras F., Siddi G., 
De Santis E.P.L., Bernardi C., Addis M.F., Locatelli C., Penati M., Garofolo G., 
Marotta F., Urgesi P., Fusi V., Gaviglio A., De Martini E., Stella S...............pag. 213

•	 INDICE DEGLI AUTORI.........................................................................................pag. 222



7

R
30

8-
E

U
08

/2
02

0

•	Excellent	FCR

•	Outstanding	Chick		 	

	 Output

•	First-Class	Welfare		 	

	 Traits

Visit www.aviagen.com/Ross 

to learn how Ross® 308 

will deliver for you.

ROSS
308 
DELIVERS

2020 - Ross Delivers 308 Europe_French Magazine_FRENCH.indd   12020 - Ross Delivers 308 Europe_French Magazine_FRENCH.indd   1 8/28/20   9:59 AM8/28/20   9:59 AM



8

INNOVAZIONE

PROTEZIONE

VALORE 
AGGIUNTO

INNOVAZIONE

PROTEZIONE

VALORE 
AGGIUNTO

IL FUTURO NELLA GESTIONE
DELLA MALATTIA DI MAREK

000 - Prevexxion ADV Allevatori 170x240.indd   1000 - Prevexxion ADV Allevatori 170x240.indd   1 08/10/21   13:4908/10/21   13:49



9

INNOVAZIONE

PROTEZIONE

VALORE 
AGGIUNTO

INNOVAZIONE

PROTEZIONE

VALORE 
AGGIUNTO

IL FUTURO NELLA GESTIONE
DELLA MALATTIA DI MAREK

000 - Prevexxion ADV Allevatori 170x240.indd   1000 - Prevexxion ADV Allevatori 170x240.indd   1 08/10/21   13:4908/10/21   13:49



10

Ceva Salute Animale SpA
www.ceva-italia.it

SEMPLIFICA IL PROGRAMMA DI VACCINAZIONE 

NELLE OVAIOLE CON I VACCINI CEVA AD ALTA INNOVAZIONE

Raggiungi i tuoi obiettivi in termini di sicurezza 

ed efficacia, con meno applicazioni



11

Ceva Salute Animale SpA
www.ceva-italia.it

SEMPLIFICA IL PROGRAMMA DI VACCINAZIONE 

NELLE OVAIOLE CON I VACCINI CEVA AD ALTA INNOVAZIONE

Raggiungi i tuoi obiettivi in termini di sicurezza 

ed efficacia, con meno applicazioni



• Protezione omologa contro S. Enteritidis (SE) e S. Typhimurium (ST) 1-4.
• Sviluppo ottimale dell’immunità nei confronti di entrambi i sierotipi di

Salmonella (metodo di co-fermentazione) 5, 6.
• Escrezione limitata e sopravvivenza ridotta nell’ambiente dei ceppi

vaccinali 7.
• Riduzione del rischio di contaminazione delle uova 8.
• Somministrazione orale in acqua da bere:

• alternativa semplice ed economica alla somministrazione
parenterale;

• meno stress per gli animali.
• Protezione precoce e di lunga durata 9-12:

• produzione di IgA secretorie (IgAs);
• sviluppo di immunità cellulo-mediata.

AviPro Salmonella Duo: S. Enteritidis, ceppo Sm24/Rif12/Ssq. 1-6 x 108 CFU; S. Typhimurium, ceppo ceppo Nal 2/Rif 9/Rtt. 1-6 x 108 CFU. Il foglio 
illustrativo di AviPro Salmonella Duo è consultabile presso il Prontuario AISA online: prontuarioveterinario.it (https://www.prontuarioveterinario.it/)

Bibliografia
1 Methner U. (2007). 2 Hassan JO, et al. (1994). 3 Hassan JO, et al. (1996). 4 Desloges N, Et al. (2010). 5 Schroder et al. (2011). 6 Schroder et al (2010). 7 Linde 
et al, 1997. 8 Gantois I, Ducatelle R, et al. ( 2006). 9 Kaspers (2001). 10 Shahin A. , (2005) 11. Barrow (2007) 12. Barrow and Methner, (2013)

AviPro, Elanco e la barra diagonale sono marchi registrati di Elanco o sue affiliate. 
Materiale riservato ai Medici Veterinari e agli Allevatori Professionisti.
Consultare il proprio Medico Veterinario per le indicazioni sulla prescrizione e l'uso corretto del prodotto.

©2024 Elanco. PM-IT-24-0056 Elanco Italia S.p.A. – Via dei Colatori 12, 50019 Sesto Fiorentino (FI)

Primo e unico vaccino vivo  bi valente contro la Salmonella.
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HG-GEL-VAC
Vaccino inattivato contro: 
• Corizza infettiva aviare adsorbito all’idrossido 
  di alluminio

HG-OLVAC®

Vaccino inattivato contro:
• Pseudopeste aviare
• Corizza infettiva aviare

OLVAC® B+HG
Vaccino inattivato contro:
• Pseudopeste aviare
• Bronchite infettiva
• Corizza infettiva aviare

OLVAC® A+B+HG
Vaccino inattivato contro:
• Pseudopeste aviare
• Sindrome calo di deposizione (EDS ’76)
• Bronchite infettiva
• Corizza infettiva aviare

La gamma più ampia e completa 
di vaccini per la prevenzione 

della CORIZZA INFETTIVA AVIARE

FATRO - Industria Farmaceutica Veterinaria - 40064 Ozzano dell’Emilia (BO)
Tel. 051 6512711 - www.fatro.it - info@fatro.it

La salute animale per la salute dell’uomo



Le manifestazioni scientifiche della SIPA per il 2024 
sono realizzate grazie al contributo di: 
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PREFAZIONE 

Legnaro (PD), 19 giugno 2024

Prima di riassumere e commentare le attività svolte e da svolgere nel 2024, ritengo 
opportuno ricordare il successo ottenuto dalla nostra società scientifica nell’organiz-
zazione del XXII Congresso della World Veterinary Poultry Association (WVPA), 
che ha visto circa 2000 esperte ed esperti provenienti dal mondo produttivo, istitu-
zionale ed accademico, confrontarsi e condividere conoscenze e prospettive future 
del settore avicolo, grazie a un programma che ha visto oltre 160 interventi scien-
tifici. Voglio condividere con voi i numerosi apprezzamenti ricevuti da parte dei 
partecipanti al convegno, degli sponsor e del board della WVPA.  In particolare 
desidero riportarvi in lingua originale un tratto della lettera ricevuta dal prof. Sjaak 
De Wit, presidente della WVPA: “Your hard work to combine science, business in-
teractions, incredible social entertainment and the rich and inspiring Italian culture 
was very much appreciated by the many participants from different backgrounds and 
countries. WVPAC2023 was crowned by a big success which will remain with all 
attendees as life-lasting memories”. Tutto questo non sarebbe stato possibile senza 
il contributo di tanti di noi che, a vario titolo, hanno reso possibile un evento di tale 
portata. Grazie di cuore!!!
Il Convegno annuale della nostra Società si è svolto, in collaborazione con l’Asso-
ciazione Scientifica di avicoltura (sezione Italiana della WPSA), e con l’Associazio-
ne Scientifica di Avicoltura (ASIC), a Rimini il 10 maggio 2024, ed ha avuto come 
titolo “Aviconiglicoltura italiana: sostenibilità e trasferibilità nel mondo”.
 Gli interventi del Dott. Buttazzoni (Referente FAO del National Focal Point italia-
no) e del Prof. Cassandro (Università degli Studi di Padova) sono stati incentrati sul-
le risorse genetiche avicunicole e sul loro utilizzo in sistemi di allevamento alternati-
vi. Le relazioni del Dott. Scolari (Laboratorio Vallerana Srl) e della Dott.ssa Bosman 
(Poultry Vets, The Netherlands) hanno messo in evidenza le diverse caratteristiche 
dell’allevamento del pollo a lenta crescita nel nostro Paese e in Olanda.
Dopo tanti anni di assenza dalle sedi universitarie, il IX Simposio Scientifico si terrà 
a Lodi presso la sede del Dipartimento di Medicina Veterinaria e Scienze Animali 
dell’Università degli studi di Milano. Qui verranno presentati dai nostri soci nume-
rosi lavori scientifici e ci sarà un intervento del Prof. Daniele Gallazzi, già presidente 
della nostra società, dal titolo “Congressi scientifici: difficile farsi capire?”. Un rin-
graziamento particolare va al Prof. Guido Grillo che giocando in casa ci ha aiutato 
nell’organizzazione di questo evento.
Mi preme infine spendere queste ultime righe nel ricordo del Dott. Corrado Longoni, 
improvvisamente scomparso all’inizio di quest’anno.  La sua grande professionalità, 
la passione e l’entusiasmo sempre profusi come operatore a vario titolo nel settore 
avicolo, rimarranno nella storia della nostra società.

Prof. Mattia Cecchinato
Presidente SIPA



Aviconiglicoltura italiana:
sostenibilità e trasferibilità nel mondo
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ATTI DEL LXI CONVEGNO NAZIONALE SIPA

CONVEGNO

Aviconiglicoltura italiana:
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RAISING SLOW-GROWING BROILERS IN HOLLAND AND ITALY: 
DIFFERENCES AND SIMILARITIES.  THE DUTCH POINT OF VIEW.

Drs Bosman S.
 
Veterinarian and Owner of Poultry Vets

Introduction
Poultry Vets a Dutch private practice consisting of three locations spread across 
the Netherlands and one location in Germany. Thirteen veterinarians, 7 supportive 
staff. Specialists practice in poultry health.

The Dutch market in transition:
The transition in the Dutch Broiler market towards almost all of the market consist-
ing of slow growing broilers is due to  “Exploding Chicken campaign” launched 
by a Dutch NGO. 

Now due to this transition the broiler meat production in the Netherlands degreased 
40% (410 million broilers 2015 -> 312 million in 2022). In 2023 the  Dutch broiler 
production consisted for 50% of “1 star Better Life Quality label ”. Critical in this 
enormous transition was the decision of almost all Dutch retailers to ban conven-
tional broiler meat. 

Until 2022 the soled label in the retail was ‘Chicken of Tomorrow’ slow growing 
breed. The terms of this brand where relatively easy to meet for the producers: 16 
animals per m2 or 12 animals per m2 of a slow growing breed. A 49 days life cycle, 
with a maximum Daily weight gain of  50gr or 45gr. The selling price of this label 
was approximately: 8 Euro per kg filet. 

In 2023 almost all retailers upgraded there welfare brand and decided to change 
into the ‘1 star better life quality label’ with even more strict and additional con-
ditions. 12 animals per m2 including 30% extra outdoor space as a winter gar-
den, daylight windows, obligated grain spreading every day 2 grams per animal 
and obligated straw bales as distraction material. Especially the obligated winter 
garden is an expensive and almost impossible obligation due to legislation in the 
Netherlands.    

Sanitary Issues Slow Growing Broilers.
One of the management problems is the restricted daily weight gain due to the  
maximum target of 25kg per m2, which is a very strict target. Unfortunately the 
breed that is used; Hubbard 757 or Ross ranger gold have more growth potential, 
especially in the cold winter time. This leads to more pecking and restlessness 
behaviour. Another management problem is ventilation patron disturbances due to 
the non-heated Wintergarden and the open shutters that lead into the Wintergarden. 
Wind drafts can lead into respiratory issues. An solution for this problem is an even 
pressure ventilation system when the shutters are open. Another challenge can be 
the performance of the normal IB vaccination strategy. In Holland the most per-
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formed strategy is a first day (hatchery or on farm) prime vaccination followed by 
a booster vaccination at day 14 on the farm. The performance of the first day vac-
cination in the hatchery or on the farm is good manageable. However the booster 
vaccination at day 14 is more challenging. Too much light due to the daylight win-
dows and or the ventilators/inlet causes the more anxious breed to run for the spray 
vaccination. Moreover Less birds per square meter make it even more challenging. 
 
Marek:
The Dutch market is due to the transition a semi integrated market (cost efficient) 
the costs for in ovo vaccination is approximately 6,5ct per animal. No Marek vac-
cination is normal practice. This strategy was without any problems in the conven-
tional 6 weeks lifecycle. The longer lifecycles of the slow growing broilers give 
in a number of farms Marek problems due to longer built up of Marek viruses in a 
cycle. The first signs where a typical for Marek. Botulisme like transient paralyse 
of the neck. Most Marek problems is poultry dense area’s and multi-aged farms. 
The challenges by Marek prevention: the virus is in dust very persistent and is 
several infectious months at 20-25 degrees and years at 4 degrees. As a solution is 
in ovo vaccination strategy (HVT and or Rispens). In addition is crucial cleaning 
and proper disinfection. In search of an early diagnosis a trial PCR testing the dust 
at the end of the production cycle of Marek problem houses and houses without 
Marek  problems. Showed no quantitative differences between the two groups. 
SB1 Marek virus was found in the dust of both category houses (50% of tested 
houses). The relevance of these findings is unsure. In conclusion of this trial a 
Marek diagnosis should still be done by virus isolation from infected animals and 
microscopic lesions.

REO:
Last year revitalization of confirmed REO diagnosis, more in slow growing breed 
than conventional. The clinical signs of an early infection an uneven Herd, more 
leg problems (spread leg), very low feed intake, tenosynovitis and signs of immu-
nosuppression. The found isolates in 2023 are of genotype 1,2 and 4.

More than 80 herds of broiler breeders in the Netherlands in the first half year 2023 
are checked for Reo virus titres at the end of rear. For a good maternal AB protec-
tion in offspring: 75% of the titres should be titregroup 7 or higher. An rather high 
number of herds tested do not meet these demands. Furthermore the cross protec-
tion of maternal antibody’s with genotype 4 virus is unknown.

On farm prevention of Reo virus persistence is cleaning and disinfection. Degreas-
ing is the most important step preferably with caustic soda or a good foaming 
agent and use warm water. The disinfection preferably with formaldehyde. A good 
cleaning check-up is the performance of a VIR- check: 5 different persistent virus-
es tested performed at cloacal swab 7 days old chick (10 samples).  Other integral 
solutions are: Accurate vaccination of Broiler Breeders (Titre check and 3 vaccina-
tion strategy), cleaning and disinfection in the hatchery. Contamination prevention 
management hatchery. 
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Gumboro
Since 2014 genetic changes in vv IBD field strains the Netherlands, since 2017 
is the DV86 vvIBD field strain found. The most recent strain found in the Neth-
erlands is 98,1% DV86 vv IBD field strain. The new vvIBD strain acts like a 
subclinical strain, due to prolonged severe Bursa damage without acute mortality. 
The breakthrough titre is very high (>Elisa 1000) therefore the virus can cause an 
infection before a life vaccine is applicable. Conclusion: cleaning and disinfection 
is crucial, so no virus is already present in the house by chick placement.

Conclusions and take home message
Soya use is the negative factor in poultry meat, in relation to the carbon footprint. 
Land Use Change: a very high factor for Soya (Brazilian soya, 20 years calculation 
greenhouse gas effect caused by deforestation).  

Slow growing market functions only if there is no choice for consumer.

NGO’s are very powerful / sector has forgotten to positive promote themselves?

Proactive approach sector is needed in order to avoid imposed concepts. Which 
often are not better for the welfare of the animal and the farmer/sector.
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L’ALLEVAMENTO DEL POLLO DA CARNE A LENTA CRESCITA IN ITALIA

Scolari A.

Laboratorio Vallerana Srl

La produzione di polli a lenta crescita sta crescendo gradualmente in Italia e in tutti 
i paesi ad economia avanzata. Attualmente, nel nostro paese rappresenta l’8% delle 
carni avicole introdotte sul mercato, deve pertanto essere considerata ancora una pro-
duzione di nicchia, anche se l’aumento della sua incidenza è significativo e ha attirato 
l’attenzione di molti produttori.
I fattori che contribuiscono alla sua diffusione sono diversi ed eterogenei, in generale 
possono essere considerati l’espressione del maggior interesse che i consumatori dei 
paesi occidentali manifestano verso alcuni aspetti delle produzioni avicole alternative.
Tra questi possiamo sicuramente trovare la sensibilità verso il benessere animale, la ri-
cerca di maggior sapore e consistenza delle carni, la percezione di una maggior qualità 
produttiva, la propensione ad acquistare cibi prodotti localmente, con caratteristiche 
per certi aspetti paragonabili ai prodotti dell’artigianato.
Tutto questo fa sì che una parte dei consumatori, in genere appartenenti alle categorie 
più abbienti, sia disposta a pagare di più per prodotti che considerano più pregiati qua-
litativamente e maggiormente rispettosi di principi etici.
Dal punto di vista produttivo, in Italia possiamo dividere l’allevamento del pollo a 
lento accrescimento in tre macrocategorie:
Il pollo “rurale” vero e proprio: cioè l’allevamento di animali destinati all’autoconsu-
mo, i cosiddetti polli da cortile. Gli allevatori di volatili da cortile si approvvigionano 
in mercati agricoli o direttamente negli allevamenti di «svezzatori», che a loro volta 
comperano i pulcini presso incubatoi, che gestiscono riproduttori appartenenti a diver-
se razze.
La realtà dei piccoli produttori: aziende piccole o medie che producono direttamente i 
polli in uno o in pochi allevamenti, solitamente non operanti con la modalità del “tutto 
pieno – tutto vuoto”. La macellazione avviene in un piccolo macello aziendale o in un 
macello locale.
L’allevamento industriale del pollo a “lento accrescimento”: riguarda tutte quelle pro-
duzioni realizzate da grandi filiere, che propongono un prodotto alternativo al broiler 
standard. I soggetti sono solitamente allevati con il sistema «tutto pieno – tutto vuoto» 
e i prodotti sono reperibili anche nella Grande Distribuzione Organizzata.
Sono tante le razze e gli incroci che possono essere utilizzati nell’allevamento del pollo 
a lenta crescita, con una grande varietà di dimensioni, forme e colori. Una varietà che 
si contrappone all’uniformità delle razze a rapido accrescimento e che fornisce gli 
imprenditori un interessante strumento di differenziazione delle strategie produttive.
Di fatto, uno degli aspetti  che maggiormente colpisce nel settore dei polli da carne a 
lenta crescita, è proprio la possibilità di diversificare i prodotti in base a precisi para-
metri produttivi, che suscitano l’interesse del consumatore e che sono ben definiti nel 
Decreto 29 luglio 2004 del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali (MiPAF). (1)
Tale Decreto, rappresenta la base giuridica di un robusto sistema di certificazione, 
gestito da un’associazione di produttori (Unaitalia), seguendo le disposizioni di un 
Disciplinare (IT001EA), approvato dal Ministero dell’Agricoltura della Sovranità Ali-



22

mentare e delle Foreste (MASAF) e la cui applicazione è sottoposta al controllo di un 
ente terzo accreditato, il CSQA.
Le norme contenute nel Disciplinare regolamentano integralmente il sistema di certi-
ficazione. È prevista l’esecuzione di Audit, attraverso un Piano di Controlli anch’esso 
approvato dal MASAF. Le carni immesse in commercio sono tracciate a partire dagli 
allevamenti. L’etichettatura è approvata da Unaitalia e sono previste una serie di misu-
re per gestire eventuali non conformità, ivi compresa l’espulsione dell’aderente.
Il MASAF riceve con cadenza annuale una relazione sull’andamento dell’intero siste-
ma di certificazione.
I parametri produttivi certificabili sono descritti nella Tabella 1 e le garanzie sulla loro 
veridicità e tracciabilità sono un vero e proprio pilastro portante del sistema, il cui suc-
cesso negli anni è dimostrato dal fatto che nel 2022, il 62% della produzione avicola 
nazionale è stata immessa sul mercato con informazioni volontarie certificate aggiunte 
in etichetta. (Fonte Unaitalia)
È importante sottolineare che il 28% di queste informazioni riguardava il maggiore 
benessere degli animali allevati, come l’uso di luce naturale e l’utilizzo di arricchi-
menti ambientali per favorire i comportamenti naturali dei volatili, oppure l’utilizzo in 
allevamento di razze a lento accrescimento. In particolare, la percentuale di adesione a 
quest’ultimo requisito è triplicata negli ultimi due anni. (Fonte Unaitalia)

Tabella 1: informazioni per il consumatore che possono essere dichiarate sull’etichetta 
dei prodotti avicoli. D.M. 29 luglio 2004.

Dati Unaitalia

I genotipi che possono essere utilizzati all’interno del sistema di certificazione, devono 
essere autorizzati dal MASAF (su richiesta fatta da Unaitalia), il quale si avvale del 
parere del Consiglio per la Ricerca in Agricoltura (CREA). Con iter sovrapponibile, 
questi stessi genotipi possono essere autorizzati anche per la produzione biologica.
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Attualmente sono autorizzati 20 genotipi. I produttori avicoli hanno quindi a dispo-
sizione un’ampia gamma di razze che si distinguono per forme, colori, dimensioni e 
aspetti fisici (ad esempio, il collo nudo), con la conseguente possibilità di diversificare 
strategie produttive e di marketing.
Una caratteristica importante da considerare è la velocità di crescita. In base a questa 
caratteristica si possono sostanzialmente suddividere i genotipi autorizzati in due cate-
gorie: razze a lentissima crescita (33-37 grammi al giorno), e razze a crescita interme-
dia (45-49 grammi al giorno), in entrambi i casi valutate a 70 giorni di età.
Nella Tabella 1 sono inoltre incluse informazioni per il consumatore che riguardano 
altri aspetti, associati sia al benessere animale che alla qualità dei prodotti. Tra queste 
vale la pena di sottolineare che possono essere certificate diverse tipologie di alleva-
mento, le quali, per l’ampia libertà che offrono, ben si adattano ad allevare animali più 
leggeri e tendenzialmente propensi al movimento.
Le razze a lenta crescita possono essere utilizzate anche per produrre in base ai requi-
siti dall’ European Chicken Commitment, un insieme di norme riguardanti il benes-
sere animale, più restrittive rispetto alla legislazione vigente. Tali norme sono state 
approvate dalle più importanti associazioni animaliste e un buon numero di produttori 
avicoli europei si è impegnato a metterle in atto entro il 2026.
Dal punto di vista comportamentale esistono significative differenze in allevamento tra 
razze a lento e rapido accrescimento. Tali differenze devono essere debitamente tenute 
in considerazione, adottando opportune strategie gestionali e idonee modifiche strut-
turali, per far sì che i bisogni naturali delle prime siano rispettati e che il loro benessere 
sia garantito.
In genere, gli animali a lenta crescita sono più attivi e attenti, razzolano con frequenza, 
esplorano l’ambiente con curiosità e si impegnano in comportamenti naturali, come ad 
esempio, il bagno di sabbia.
Inoltre, interagiscono maggiormente tra loro, pertanto la definizione delle gerarchie 
all’interno dei gruppi è più complessa, il che aumenta il rischio della comparsa di 
tensioni sociali.
Sono questi gli aspetti comportamentali che richiedono l’adozione delle specifiche 
strategie gestionali sopracitate, che si differenziano in parte da quelle utilizzate per i 
polli a rapida crescita. Alcuni esempi sono di seguito descritti:
occorre porre particolare attenzione alla temperatura delle pulcinaie all’accasamento. 
Il peso inferiore dei pulcini li rende più sensibili alle basse temperature.
la maggior mobilità degli animali si evidenzia sin dai primi giorni. È importante cir-
condare l’area della pulcinaia con recinzioni per evitare che i pulcini si allontanino 
dalle fonti di calore.
le razze a lenta crescita sentono meno lo stimolo della fame rispetto a quelle a rapido 
accrescimento. Inoltre, per la loro naturale curiosità e per la tendenza al razzolamento, 
sono portate ad ingerire sostanze di scarso valore nutritizio, con conseguente pena-
lizzazione del tasso di crescita giornaliero, in esse già ridotto dalle caratteristiche ge-
netiche. Pertanto, particolare attenzione deve essere posta a favorire l’assunzione del 
mangime, la cui granulometria deve risultare attraente per l’animale durante tutte le 
fasi della crescita.
L’utilizzo di arricchimenti ambientali è fondamentale per il benessere delle razze a len-
ta crescita, in relazione la loro naturale tendenza alla mobilità. Per favorire la mobilità 
verticale si utilizzano solitamente balle di paglia o trespoli.
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La forte intensità luminosa e l’aumento del fotoperiodo, favoriscono la conflittualità, 
che è naturalmente presente nelle razze a crescita lenta. L’utilizzo di teli ombreggianti 
e la presenza di vegetazione nei parchetti all’aperto possono ridurre i casi di pica e 
cannibalismo.
I programmi vaccinali non differiscono in genere da quelli utilizzati per le razze a rapi-
do accrescimento, anche se alcuni fattori suggerirebbero di applicare specifici piani di 
immunizzazione per alcune patologie, per ridurre il rischio della loro comparsa, come 
verrà specificato in dettaglio nei successivi paragrafi. Tra questi fattori troviamo la 
maggior durata del ciclo produttivo nei polli a lenta crescita, oppure il maggior utilizzo 
di strutture allevatoriali meno adatte alla prevenzione delle malattie (allevamenti in 
multietà).
Le patologie che colpiscono i polli a lenta crescita non si discostano molto da quelle 
dei polli a rapido accrescimento. In generale, la maggior robustezza dell’apparato lo-
comotore e del sistema cardio-respiratorio, li rendono meno sensibili alle diverse cause 
di zoppia e meno colpiti da fenomeni congestizi di varia natura.
Tutto questo si traduce in una minor percentuale di mortalità a fine ciclo, che normal-
mente si aggira intorno al 2—2,5%, contro il 3-5% delle razze a rapido accrescimento.
Vale tuttavia la pena di sottolineare alcune differenze, da collegare in parte alla mag-
gior durata del ciclo produttivo, a ben definite caratteristiche comportamentali degli 
animali o ad aspetti strutturali degli allevamenti.

In particolare, durante il ciclo produttivo di polli a lenta crescita, possono manifestarsi 
neoplasie al fegato, alla milza (Figura 1) e allo stomaco ghiandolare causate dal virus 
della Malattia di Marek, che può portare anche alla comparsa di neoplasie cutanee, 
riscontrate solitamente al macello. I fattori che favoriscono l’insorgenza di questa ma-
lattia sono la macellazione in età più avanzata e, in alcuni allevamenti, la mancanza del 
vuoto sanitario,. Per contrastarla, sono di sicura utilità i miglioramenti in allevamento 
delle procedure di pulizia/disinfezione e della biosicurezza. In alcune aree ad alta den-
sità, il ricorso alla doppia vaccinazione in incubatoio, con i ceppi HVT e Rispens deve 
essere seriamente preso in considerazione.

Figura 1: Malattia di Marek. Neoplasia alla milza in polli da carne a lenta crescita di 
70 giorni di età.
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Si sono verificati a partire dall’estate del 2023 anche alcuni episodi di Artrite Virale 
da reovirus. Sono comparsi con maggior frequenza in allevamenti nei quali non si 
praticava il vuoto sanitario. In questi allevamenti sono frequenti le infezioni precoci, 
che incidono maggiormente sui tessuti tendinei, la conseguente tenosinovite (Figura 
2), si manifestava in genere solo nei soggetti maschi e poteva essere riscontrata solo al 
macello nei casi di lieve entità.
In episodi di maggior gravità, si raggiungeva in alcuni capannoni la prevalenza del 
20%, con aumento delle zoppie e con conseguente riduzione dell’accrescimento.
La diffusa presenza della malattia sul territorio, riscontrata anche in gruppi provenienti 
da riproduttori correttamente vaccinati nei confronti dell’Artrite Virale, ha fatto ipotiz-
zare l’esistenza di varianti diverse dal ceppo classico 1133 utilizzato nei vaccini, verso 
le quali la protezione poteva essere non completa.
Negli anni 2022 e 2023, l’Istituto Zooprofilattico delle Venezie ha confermato la pre-
senza in Italia di diversi Clusters del reovirus dell’Artrite Virale (comunicazione per-
sonale), tra i quali il Cluster 4, il più diffuso in Europa (2). Si sta cercando di prevenire 
questa patologia, migliorando il programma vaccinale dei riproduttori per potenziare 
l’immunità materna dei pulcini. 

Figura 2: tenosinovite al tendine del gastrocnemio in un in un pollo a lenta crescita di 
90 gg. di età.
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Anche su altre patologie è importante sottolineare alcune differenze esistenti tra razze 
a lento e a rapido accrescimento.
In ambito intestinale, ad esempio, le clostridiosi, sia quelle sostenute da C. perfringens, 
che quelle, meno gravi sostenute da altri clostridi, tendono a provocano maggiori danni 
nei polli a lenta crescita, soprattutto per la loro tendenza a ridurre ulteriormente il con-
sumo di mangime in presenza di stati di malessere, con la conseguente diminuzione 
dell’accrescimento.
Questo atteggiamento degli animali, richiede che venga posta particolare attenzione 
anche ad altre patologie che possono colpire l’apparato intestinale in forma subclinica 
(ad esempio le coccidiosi, spesso associate a clostridiosi di varia eziologia), che tolgo-
no energie e appetito a un animale già di per sé poco propenso ad assumere alimenti e 
a crescere. Per questo motivo è importante che la vaccinazione per la coccidiosi venga 
eseguita correttamente; vi sono infatti alcuni fattori, caratteristici dell’allevamento a 
lenta crescita, come ad esempio la minor densità o la dispersione degli animali, pos-
sono rendere problematica l’assunzione di oocisti vaccinali dall’ambiente e il con-
seguimento di una robusta e uniforme immunità di gregge, la cui assenza può dare 
origine alle patologie intestinali sopra descritte, particolarmente subdole per la loro 
scarsa rivelabilità. Il rischio insito in questi casi è che il danno provocato si protragga 
nel tempo, diventando alla lunga superiore a quello di malattie più gravi, che proprio 
per la loro visibilità, vengono prontamente affrontate e risolte.
Anche alcuni virus che colpiscono l’apparato respiratorio, come il Metapneumovirus, 
oppure il sistema  immunitario come il virus della Bursite Infettiva, possono indurre 
più facilmente depressione in razze a lento accrescimento, sempre per la loro minor 
propensione ad assumere alimenti in presenza di lievi episodi di malessere, ai quali 
occorre pertanto prestare la massima attenzione.
A livello sottocutaneo, val la pena di sottolineare la maggior incidenza nelle razze a 
lenta crescita della Bursite Sternale, dovuta alla conformazione appuntita del petto, che 
riduce la superficie di appoggio dell’animale in decubito sternale sulla lettiera.
Infine, sono più frequenti in queste razze i decessi per cause traumatiche, dovuti a 
episodi di pica/cannibalismo (per conflittualità sociale) o a predazione (in allevamenti 
all’aperto).
Se la produzione dei polli a lenta crescita, nonostante l’interesse dei produttori e dei 
consumatori, rimane un fenomeno di nicchia, lo si deve soprattutto al maggior costo 
di produzione dovuto alla minor produttività. Questa, a sua volta, influenza negati-
vamente la sostenibilità ambientale di questo settore, un aspetto non di secondaria 
importanza.
Il problema è stato studiato da associazioni di produttori europee e americane (AVEC e 
National Chicken Council) che hanno quantificato le differenze tra i sistemi produttivi 
a rapida e lenta crescita.
Riassumendo il corposo lavoro pubblicato da AVEC, si può calcolare che, allevando 
animali a lenta crescita, il costo di produzione di un Kg di carne è destinato ad aumen-
tare del 37,5%, e la produzione annuale di un metro quadrato di superficie è destinata a 
diminuire del 44%, mentre il consumo di acqua e di mangime sono destinati a crescere 
del 34,5%. In questo modo, le emissioni di gas serra crescono del 24,5%.
Il Dipartimento per gli Studi Ambientali dell’Università di New York ha dichiarato 
che, mantenendo inalterato il consumo, se i 20 milioni di tonnellate di carne di pollo 
annualmente prodotti dagli Stati Uniti provenissero tutti da allevamenti a lenta cresci-



27

ta, dovrebbero essere allevati più polli (da +44,6% – +86,8% a seconda del tipo di 
allevamento) e macellati più polli (+19,2% – +27,2%). 
Se fossero prodotti in allevamenti estensivi al coperto, occorrerebbe una superficie 
di 90.582–98.687 km2, con un aumento del 19,9–30,6% rispetto ai 75.577 km2 di 
terreno utilizzati per l’attuale produzione di polli a rapida crescita.
Mentre, se fossero prodotti in allevamenti rurali all’aperto, con i requisiti della 
Certificazione Humane Farm Animal Care (ca. 10 m2 / soggetto), richiederebbero 
l’utilizzo  di 108.642–121.019 km2, un aumento del 43,8 –60,1% rispetto all’attua-
le utilizzo del suolo. 
In conclusione si può senz’altro affermare che la produzione del pollo a lenta 
crescita deve essere considerata una importante opportunità in avicoltura, può con-
sentire infatti di immettere sul mercato carni avicole in grado di attirare l’interesse 
di un numero crescente di consumatori, per le loro caratteristiche qualitative e per 
il maggior livello di benessere degli animali che le producono.
Inoltre, la legislazione esistente, le diverse tipologie di certificazione, l’applica-
zione dei loro rispetti disciplinari produttivi sotto il controllo di enti terzi e delle 
autorità preposte, permettono di dare al consumatore informazioni chiare, precise 
e credibili sulle caratteristiche qualitative dei prodotti .
Il maggior valore aggiunto dei prodotti e la rusticità degli animali, consentono 
oltretutto di produrre in piccoli allevamenti situati in zone disagiate dal punto di 
vista produttivo.
E, pur essendo ancora un mercato di nicchia, è senz’altro in grado migliorare l’im-
magine che il cittadino medio ha delle produzioni avicole, non per caso infatti, sta 
gradualmente crescendo in tutta Europa.
Tuttavia, per mantenere la capacità produttiva e la sostenibilità dell’avicoltura eu-
ropea, è fondamentale impedire che questa crescita avvenga seguendo le leggi di 
mercato e non sia imposta da regolamenti, decreti o da lobby di potere.
Infatti, anche se sappiamo che una eventuale imposizione a utilizzare in avicoltura 
esclusivamente razze a lenta crescita avrebbe ricadute positive sul benessere dei 
polli, non possiamo dimenticare le conseguenze negative sull’ambiente che questo 
tipo di produzioni comporta e soprattutto, le ricadute negative su uno degli aspetti 
più importanti per la società in generale, il soddisfacimento dei bisogni primari: 
anche le classi meno abbienti, in Italia e nel mondo, devono avere la possibilità di 
acquistare alimenti ad alto valore biologico a prezzi accettabili.
Sappiamo infatti che la capacità produttiva delle razze a lenta crescita è significa-
tivamente inferiore a quella delle razze a rapido accrescimento (si perderebbero 
circa 30 anni in termini di produttività) e sappiamo anche che il prezzo di vendita 
delle carni avicole, in caso di forte riduzione dell’offerta, può aumentare, per di-
namiche di mercato, ben più di quanto si possa prevedere in base al solo aumento 
dei costi di produzione.
Pertanto, è importante che i consumatori siano informati in modo corretto ed equi-
librato su tutte caratteristiche delle diverse produzioni avicole, in modo che possa-
no consapevolmente e liberamente scegliere il prodotto da acquistare, sia in base 
alle loro possibilità economiche che a scelte fatte per motivi etici. Il benessere dei 
polli allevati è importante, ma non può però essere valutato senza tenere in consi-
derazione la necessità di alimentare il mondo evitando gli sprechi di risorse.
Ma purtroppo, su questi aspetti, nella società occidentale l’informazione al consu-
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matore è monopolizzata delle associazioni animaliste, coadiuvate da programmi 
televisivi di giornalismo investigativo, e l’informazione che insieme forniscono è 
parziale, non equilibrata, deformata da ideologie e non scientificamente corretta.
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Summary
Avian Paramyxovirus type 1 (APMV-1) infects a wide range of bird species globally, 
showing significant variability in pathogenicity. The study aimed to develop a rapid 
and accurate RT-qPCR array to distinguish between virulent and avirulent strains of 
APMV-1 to help control Newcastle disease, a significant economic problem due to its 
impact on poultry. The researchers developed three sets of targeted oligonucleotides 
covering all the different genotypes and validated the RT-qPCR array, confirming the 
results by sequencing the same amplicon. The tests showed high specificity without 
cross-reactivity and high sensitivity for most genotypes, although subject to the high 
genetic variability of the virus. The tests were consistently accurate in all repetitions 
and clinical samples were correctly identified and pathotyped. An inter-laboratory stu-
dy confirmed the reproducibility of the RT-qPCR array making it a reliable tool for 
rapid and accurate pathotyping of APMV-1. This advancement improves the diagnosis 
and control of Newcastle disease and has potential to differentiate infected from vac-
cinated animals.

INTRODUZIONE
Gli Avian Paramyxovirus di tipo 1 (APMV-1), appartenenti al genere Avian ortho-
avulavirus 1 (AOaV-1), infettano oltre 240 specie di uccelli domestici e selvatici in 
tutto il mondo (Absalón et al., 2019; Hicks et al., 2019). Questi virus mostrano una 
notevole variabilità di patogenicità, che può variare da infezioni subcliniche a malat-
tie acute con alta mortalità. La classificazione dei ceppi di APMV-1 come velogenici 
(altamente virulenti), mesogenici (virulenza intermedia) o lentogenici (poco patogeni) 
si basa sull’indice di patogenicità intracerebrale (ICPI) nei polli di un giorno di vita. 
Recentemente, Dimitrov et al. (2019) hanno proposto una classificazione filogenetica 
basata sulla variabilità del gene della proteina di fusione che suddivide gli APMV-1 in 
due classi e 21 genotipi, con la classe II che mostra la maggiore variabilità genetica, 
includendo virus velogenici, mesogenici e lentogenici. I ceppi velogenici e mesogenici 
sono riconosciuti come cause della malattia di Newcastle (ND), una malattia di grande 
importanza economica a livello globale per l’elevata mortalità del pollame e l’impatto 
delle misure di controllo necessarie per limitare la diffusione dell’infezione.
Per questo motivo l’identificazione rapida e accurata dei casi di ND è essenziale per 
implementare tempestivamente misure di controllo dei focolai. Oltre alla diagnosi ba-
sata su ICPI le tecniche di biologia molecolare come le metodiche di PCR e il  sequen-
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ziamento del sito di clivaggio del gene della proteina di fusione (F0) (Commission 
Delegated Regulation (EU) 2020/689, 2019; WOAH, 2021) oggi sono molto diffuse 
perché permettono di ottenere risultati rapidamente e con meno problemi etici rispetto 
alle tecniche in vivo. Tuttavia questo approccio diagnostico incontra l’ostacolo della 
diversità genetica degli APMV-1, favorita sia dalla loro ampia diffusione che dalla 
pressione immunitaria esercitata dai vaccini, che complica la diagnosi. Questa alta 
variabilità rende difficile sviluppare sonde che discriminino efficacemente tra ceppi 
virulenti e avirulenti. Studi precedenti hanno tentato di migliorare la sensibilità e spe-
cificità di questi saggi, ma le varianti emergenti di APMV-1 hanno mostrato prestazioni 
subottimali (Wise et al., 2004; Kim et al., 2006; Fuller et al., 2009).
Questo studio mira a sviluppare un array di RT-qPCR che consenta una patotipizzazio-
ne rapida e accurata degli APMV-1, distinguendo tra virus virulenti e avirulenti, indi-
pendentemente dal genotipo. Le sonde specifiche per i patotipi virulenti e avirulenti, 
insieme al sequenziamento Sanger, promettono di migliorare la diagnosi e il controllo 
della malattia di Newcastle, contribuendo a ridurre l’impatto globale della ND.

MATERIALI E METODI
Analisi in silico e sviluppo delle realtime PCR dell’array
A seguito di una analisi in silico comprendente tutti e genotipi di entrambi le classi 
del virus AMPV-1 sono stati sviluppati tre set indipendenti di oligonucleotidi riportati 
in Tabella 1 con sonde marcate tramite fluorofori differenti in base al patotipo aventi 
come target la regione del sito di clivaggio della proteina F. Il SET A si rivolge ai 
virus di classe II genotipi I-IV, IX-XI; il SET B ai virus di classe II genotipi V-VIII, 
XII-XXI; il SET C identifica l’APMV-1 lentogeno di classe I. La lunghezza dei pro-
dotti di PCR (149-218 bp) consente il sequenziamento Sanger del sito di clivaggio per 
confermare il patotipo. 

Set Oligonucleotide Sequenza 5’- 3’

A

Class II A for CTC ACC CCY CTT GGT GA
Class II A rev GGA GRA TGT TGG CAG CAT T
Class II A avir MGB probe FAM-CCT ATA AGG CGY CCC TGT YTC-MGB
Class II A vir MGB probe CY5-CCT AYA AAG CGT YTC TGY CTC C-MGB

B

Class II B for GAR GCA TAY AAC AGA ACA
Class II B rev GTY GCA ACC CCR AGA GCT A
Class II B avir MGB probe FAM-GAR ACA GGG ACG YCT TAT AGG-MGB
Class II B vir MGBa probe CY5-ARA CGC TTY ATA GGT GC-MGB
Class II B vir MGBb probe CY5-AAR CGY TTT RTA GGT GC -MGB

C
Class I C for CMG GGA CAA TTA TCA TCA A
Class I C rev GGC TAC ACC TAA TGC GA
Class I C MGB probe FAM-CAG GAG CGK TTG RTA GG-MGB

Tabella 1. Primers e sonde patotipo-specifiche per classe I e classe II.
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Come indicato nella Tabella 2 le tre RT-rPCR seppur con diversi volumi di oligo ot-
timizzati per ciascun set utilizzano il medesimo kit TaqMan Fast Virus 1-Step Master 
Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) usando 5 µl di RNA  in una miscela di 
reazione da 25 µl totali. L’array è stato validato sulla piattaforma realtime QuantStudio 
5 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) che permette la corsa 
simultanea di più reazioni con temperature di annealing diverse. I prodotti di PCR 
sono stati verificati tramite elettroforesi capillare automatica con il sistema QIAxcel 
Advanced (Qiagen, Hilden, Germany) e sequenziati tramite sequenziatore automatico 
3130xl(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

Set Concentrazione oligonucleotidi Ciclo termico
A 1 µM primers, 300 nM sonde 50°C 5 min; 95°C 20 sec; 45 × [95°C 30 sec, 60°C 45 sec]
B 1 µM primers, 250 nM sonde 50°C 5 min; 95°C 20 sec; 45 × [95°C 30 sec, 55°C 45 sec]
C 900 nM primers, 250 nM sonda

Tabella 2. Parametri delle tre RT-rPCR.

Specificità analitica 
Un pannello di 66 isolati di APMV-1 virulenti e avirulenti di diversi genotipi è stato 
testato per valutare l’inclusività dei saggi RT-qPCR e la definizione del patotipo. L’e-
sclusività, invece, è stata verificata con 47 isolati di batteri e virus non target di specie 
avicole. Tutti i campioni sono stati analizzati in duplicato e con tutti e tre i saggi simul-
taneamente.

Limite di rilevazione (LOD) e ripetibilità
L’omogenato polmonare ottenuto da polli SFP è stato utilizzato per effettuare diluizio-
ni seriali di 15 isolati di APMV-1 di vari genotipi per simulare i campioni clinici. In 
seguito ogni diluizione è stata testata in triplicato per determinare il LOD e confrontare 
la sensibilità con il metodo di screening parallelo in uso presso il laboratorio (Sutton et 
al., 2019). La ripetibilità quindi è stata testata con diluizioni ad alti e bassi titoli virali 
di 5 isolati rappresentativi, analizzate in triplicato in tre giorni diversi da due operatori. 

Prestazioni diagnostiche
Per valutare le prestazioni diagnostiche dei saggi RT-qPCR, sono stati utilizzati cam-
pioni clinici con reattività nota. Il pannello includeva 59 campioni noti positivi di 
APMV-1 di diversi genotipi e 67 campioni negativi per APMV-1. Tutti i campioni 
sono stati analizzati con i tre saggi di patotipizzazione in parallelo, il sequenziamento 
Sanger dell’amplicone ottenuto e attraverso la RT-qPCR di screening di Sutton et al. 
(2019).

Riproducibilità
La riproducibilità dell’array è stata valutata tramite un esercizio interlaboratorio che ha 
coinvolto l’IZSVe, il Swedish National Veterinary Institute (SVA) e il Friedrich-Loef-
fler-Institut (FLI) per valutare la riproducibilità dell’array RT-qPCR. Ai tre laboratori è 
stato fornito un pannello di 11 campioni in cieco insieme ai reagenti di amplificazione 
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necessari. Ogni laboratorio ha utilizzato metodi di estrazione degli acidi nucleici e 
piattaforme realtime in uso presso le loro strutture. I Cq ottenuti sono stati utilizzati in 
seguito per valutare l’accordo tra i laboratori tramite la kappa di Fleiss.

RISULTATI
Specificità analitica 
Tutte le tre PCR realtime si sono dimostrate specifiche, senza alcuna evidenza di rea-
zione incrociata contro i componenti della matrice o i microrganismi aviari non ber-
saglio. Al contrario, tutti gli isolati di APMV-1 di classe I e II che rappresentano i 
genotipi 1, I, II, VI, VII, XIII, XIV, XVIII, XXI sono stati individuati e patotipizzati 
correttamente. Alcuni isolati di classe II hanno reagito sia con il SET A che con il SET 
B, indipendentemente dai genotipi target dei set, ma ciò non ha compromesso la corret-
ta patotipizzazione. Non è stato possibile testare altri genotipi in questa fase in quanto 
non disponibili in laboratorio.

Limite di rilevazione (LOD) 
La sensibilità analitica è stata individuata minore o uguale di 102,83 EID50/100µl per 9 
dei 10 genotipi virulenti o avirulenti analizzati. Come previsto, solo il ceppo APMV-1/
chicken/California/18-016505-1/2018 ha prodotto un LOD di 104,62 EID50/100µl. Que-
sto campione rappresenta il genotipo V.1 che circola quasi esclusivamente in Nord 
America e in America Latina (Absalón et al., 2019).  Una verifica in silico ha eviden-
ziato un mismatch nella regione di ibridazione del primer forward del SET A; questo 
mismatch causa un forte calo della temperatura di melting del primer, che molto pro-
babilmente ha influito sulla sensibilità del test.
L’efficienza e l’R² di tutti i genotipi testati sono risultati entro valori accettabili (Bustin 
et al., 2009). Inoltre tutti i campioni utilizzati per la sensibilità analitica sono stati pa-
totipizzati correttamente a qualsiasi diluizione testata. Infine, il LOD della RT-qPCR di 
screening eseguita per confronto è risultato più basso di 1 log10, tranne che per il ceppo 
vaccinale VG/GA che è stato rilevato con una maggiore sensibilità dal SET A. 

Ripetibilità
Tutte le repliche e le ripetizioni analizzate per la valutazione della riproducibilità sono 
risultate positive e hanno fornito il patotipo corretto. Alla massima concentrazione di 
virus, la %CV complessiva intra- e inter-test era rispettivamente ≥ 3,2 e 4,9. Al LOD, 
la ripetibilità è stata leggermente inferiore con un coefficiente di variabilità tra 2,9% e 
6,7%, sebbene la patotipizzazione non sia stata compromessa né dal riconoscimento 
delle sonde né dal sequenziamento Sanger del prodotto di amplificazione.

Prestazioni diagnostiche
Tutti i campioni positivi all’APMV-1 raccolti da pollame e uccelli selvatici sono stati 
individuati con l’array di RT-qPCR e patotipizzati correttamente. I campioni rappre-
sentano i genotipi I, II, VI, VII, XIII, XIV, XVIII, XXI di diversi Paesi del continente 
europeo, asiatico e africano. A causa della mancanza di campioni provenienti dalle 
Americhe e da Paesi asiatici diversi da Giordania e Bangladesh, non è stato possibile 
validare i saggi RT-qPCR sui genotipi circolanti in queste aree. Come osservato duran-
te la validazione analitica, diversi campioni hanno reagito in modo incrociato sia con 
il SET A che con il SET B, pur ottenendo una patotipizzazione corretta con entrambi 
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i saggi. Alcuni casi hanno mostrato valori di Cq elevati (≥ 40), questo però non ha 
inficiato la corretta discriminazione virulento/avirulento. L’assenza di una relazione 
lineare con i valori di Cq ottenuti dal protocollo di screening suggerisce che la sensibi-
lità dei SET A e B sia principalmente dipendente dal ceppo e solo in parte determinata 
dalla carica virale del campione. I prodotti di amplificazione di 8 di APMV-1 non 
hanno prodotto un cromatogramma di sequenza chiaro. D’altra parte, per 47 campioni 
è stato possibile ottenere anche la sequenza CS, confermando ulteriormente la corretta 
assegnazione del patotipo da parte delle sonde. In particolare, 4 campioni clinici di 
genotipo VI che non potevano essere patotipizzati direttamente con i protocolli RT-
PCR sviluppati da Kant et al. (1997) e De Battisti et al. (2013) sono stati riconosciuti 
dai SET A e B. Di questi, 3 sono stati sequenziati con successo a valle della RT-qPCR. 

Riproducibilità
L’analisi parallela dei campioni di APMV-1 ha rivelato un accordo quasi perfetto tra 
i laboratori (kappa di Fleiss = 0,88; 95% CI: 0,64 - 1) (Nichols et al., 2010). Solo un 
campione è stato mancato dal laboratorio 2, mentre i restanti campioni sono stati indi-
viduati e patotipizzati correttamente da tutti i partecipanti. In particolare, i valori di Cq 
variavano significativamente tra i laboratori. Il laboratorio 1 ha mostrato valori di Cq 
sistematicamente più bassi rispetto ai laboratori 2 e 3 (p < 0,001) (Figura 1). Il labora-
torio 3 ha eseguito l’esercizio applicando diverse ramping durante il ciclo termico (1,6 
e 3,5°C/s) rappresentate rispettivamente in figura 1 come a e b. Quattro campioni su 11 
hanno prodotto Cq > 40 e curve di amplificazione irregolari con la ramping più elevata. 
Diminuendo la velocità di variazione della temperatura fino a 1,6°C/s, si è ottenuta una 
migliore rilevazione e valori di Cq inferiori. Tutti i campioni inclusi nel pannello sono 
stati rilevati e classificati correttamente come virulenti o avirulenti, ottenendo un kappa 
di Cohen pari a 1.

Figura 1. Comparazione dei valori di Cq ottenuti dai diversi laboratori.



36

CONCLUSIONI
Questo studio ha sviluppato e validato un array di RT-qPCR affidabile e inclusivo per 
la determinazione del patotipo di APMV-1 in campioni clinici. Le sonde specifiche, 
mirate al sito di clivaggio del gene F e marcate con diversi fluorofori, consentono di 
discriminare i virus virulenti da quelli avirulenti. La dimensione del prodotto di am-
plificazione permette la conferma del patotipo attraverso il sequenziamento Sanger. 
L’array, composto da una set di oligo per i virus di classe I e due set diversi per i ceppi 
di classe II, utilizza oligonucleotidi con maggiore affinità per i diversi genotipi, anche 
se le mutazioni possono ridurre la sensibilità, come dimostrato per il ceppo APMV-1/
chicken/California/18-016505-1/2018. Durante i test su campioni clinici, la variazio-
ne dei valori di Cq rispetto alla RT-qPCR di screening di Sutton e colleghi non ha 
influenzato la corretta discriminazione dei virus, impedendo l’identificazione di un 
cut-off diagnostico univoco. È stata possibile la determinazione della sequenza del sito 
di clivaggio anche per campioni con valori di Cq elevati (35-39), permettendo così 
di confermare il patotipo di campioni con bassa carica virale. Questo approccio offre 
flessibilità ai laboratori in termini di attrezzature, conoscenze epidemiologiche e tempi 
di refertazione.
L’array di RT-qPCR può anche rilevare coinfezioni di virus virulenti e avirulenti, come 
dimostrato dal campione APMV-1/pigeon/Italy/21VIR1109-8/2021, che ha rivelato 
la presenza contemporanea di ceppi mesogenici e lentogenici. Questo indica che tale 
approccio può anche essere usato come strategia DIVA (Differentiating Infected from 
Vaccinated Animals) per monitorare la circolazione di APMV-1 virulento negli animali 
vaccinati.
La riproducibilità e la trasferibilità del array, valutate durante il processo di valida-
zione, hanno evidenziato che l’ottimizzazione delle impostazioni di amplificazione in 
base ai reagenti e agli strumenti utilizzati (ad esempio, sistema di acidi nucleici, kit di 
amplificazione, temperatura) è fondamentale ma è stata mantenuta la corretta assegna-
zione del patotipo dei campioni forniti. Pertanto, In conclusione, l’array di RT-qPCR 
sviluppato è adatto alla patotipizzazione molecolare dell’APMV-1 nei campioni clini-
ci. È importante notare che la patotipizzazione molecolare potrebbe non essere sempre 
predittiva del reale potere patogeno di APMV-1, pertanto i test in vivo non dovrebbero 
essere completamente scartati.
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Summary
Influenza A virus can infect a wide range of susceptible species among birds and mammals, 
poising a global threat for animal and public health. In particular wild waterfowls are con-
sidered reservoir of both low (LPAIV) and high (HPAIV) pathogenicity influenza A viruses 
despite their virulence. This characteristic, combined with the fact that these birds can 
make long migratory routes and shed the virus in their faeces, not only allows the virus to 
spread to distant areas but also increases the frequency of viral co-infections and reassort-
ments, which could lead to the emergence of new strains with different virulence and host 
tropism. For example, in the United States, an H5 HPAI virus belonging to the 2.3.4.4b 
clade has recently been isolated in dairy cattle, also posing a risk to public health. In this 
context, it is of paramount importance to arrange an integrated and effective surveillance 
system to early detect AIV circulation and to prevent infection in poultry and other animals 
with subsequent economic losses. In the Lombardy region, during the 2022-2024, in the 
framework of a target surveillance on Anatidae, samples were collected i.e. cloacal swabs 
from hunted birds and faecal samples from the ground within regional parks. In addition, 
following a passive surveillance approach, pools of organs (brain, lung and intestine) were 
collected from each wild bird found dead and conferred to Istituto Zooprofilattico Speri-
mentale della Lombardia ed Emilia Romagna (IZSLER). Samples were analysed through 
real-time RT-PCR targeting the M gene, and positive samples were then subjected to re-
al-time RT-PCR to identify H5 and H7 strains and full genome sequencing. 
Screening of 3260 individual cloacal swabs from hunted Anatidae revealed a total of 159 
positive samples (4.15% in 2022-23 and 5.47% in 2023-24). Complete sequencing was 
possible for 128 samples, highlighting the presence of 21 different subtypes from H1N1 to 
H12N5. The H5N1 HPAIV subtype, in particular clade 2.3.4.4b, was the most common in 
the 2022-23 winter season (32.3%) but was completely absent in the 2023-24 season. In 
contrast, the H5 LPAI strains were the most common (27%) in the 2023-24 season. Among 
the other subtypes, H3N8, H6N1, H6N3, H6N8 and H11N9 were the most frequently de-
tected. The molecular survey on wild birds found dead (n=481) showed two positive buz-
zards in 2022 (14%, 2/14), one grey heron 5.5%, 1/18) and one kestrel in 2023 (7.6%, 
1/13). Regarding to the order Charadriiformes, the dead gulls sampled were all negative in 
2022 (17 birds), whereas 85 out of 167 individuals were positive in 2023 (51%). All posi-
tives were caused by an H5N1 HPAIV clade 2.3.4.4b virus belonging to genotype BB. All 
the faecal samples (1699) received from passive surveillance in nature parks were analysed 
for AIV with negative results. 
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The wave of H5N1 affecting both anatids and larids reflects the epidemiological situation 
present throughout Europe. Active surveillance in hunted anatids has identified a conside-
rable variety of subtypes, highlighting great viral diversity and high levels of reassortment 
phenomena and mutations. This type of integrated surveillance, combining target surveil-
lance with passive surveillance, is essential to monitor circulating influenza strains and to 
be able to take appropriate preventive measures to protect poultry farms and public health.

INTRODUZIONE
I virus dell’influenza aviaria (AIV) sono in grado di diffondersi e replicarsi all’interno 
di una vasta gamma di specie animali, ostacolando in tal modo gli sforzi di eradicazione 
della malattia a livello globale. Ogni anno, vari ceppi di questi virus circolano ampiamente 
tra le specie di volatili selvatici, che fungono da serbatoi naturali in grado di trasmettere 
i virus ad altri uccelli domestici e selvatici e ad ospiti accidentali, tra cui diverse specie 
di mammiferi, compreso l’uomo (EFSA et al., 2023a; EFSA et al., 2023b, Global Avian 
Influenza Viruses with Zoonotic Potential Update). Durante le stagioni migratorie, l’AIV 
può diffondersi in nuovi territori e regioni, anche a notevoli distanze, rappresentando una 
minaccia significativa per la salute degli animali e dell’uomo. Gli uccelli acquatici sel-
vatici appartenenti agli ordini Anseriformes e Charadriiformes sono i principali serbatoi 
di virus dell’influenza aviaria a bassa (LPAIV) e alta patogenicità (HPAIV), che possono 
essere trasmessi direttamente o indirettamente agli uccelli domestici. La via di trasmissio-
ne oro-fecale dei virus LPAI, insieme al loro tipico basso potere patogeno per gli uccelli 
acquatici, crea le condizioni ideali affinché possano verificarsi casi di coinfezione in grado 
di facilitare il riassortimento genetico con la conseguente nascita di nuovi genotipi. 
L’ondata di focolai di HPAI, in particolare di virus H5 derivati dal ceppo A/Goose/Guan-
gdong/1/1996 originario del sud-est asiatico, ha determinato un aumento della presenza 
della malattia in tutto il mondo (5, 6). In particolare, i virus H5 HPAIV del clade 2.3.4.4b 
sono caratterizzati da un’elevata capacità di riassortimento con i virus influenzali A pre-
senti negli uccelli, determinando la comparsa di un elevato numero di genotipi diversi. 
Inoltre, questi virus hanno dimostrato una spiccata capacità di effettuare il salto di specie 
ed infettare un’ampia gamma di mammiferi domestici e selvatici, compreso l’uomo (EFSA 
et al., 2023a; EFSA et al., 2023b, Global Avian Influenza Viruses with Zoonotic Potential 
Update). Recentemente, sono state segnalate per la prima volta infezioni causate da virus 
di questo clade in diversi allevamenti di bovini da latte negli Stati Uniti, con conseguente 
pericolo di trasmissione all’uomo attraverso il contatto diretto con gli animali e l’ingestio-
ne di latte crudo (Burrough et al., 2024).   
In questo contesto, è quindi essenziale sviluppare sistemi di sorveglianza dell’influenza 
aviaria (IA) nei volatili domestici e selvatici, sia a livello nazionale che regionale, con 
l’obiettivo principale di individuare precocemente la circolazione di virus dell’influenza 
A, H5 e H7, con particolare riguardo all’HPAIV, al fine di proteggere il pollame domestico 
e salvaguardare la salute umana e animale.
In particolare, il piano di sorveglianza dell’IA negli uccelli selvatici in Lombardia si basa 
su una sorveglianza attiva caratterizzata dalla raccolta di tamponi cloacali da anatidi cac-
ciati e su una sorveglianza passiva con la raccolta di feci da anatidi nei parchi e da uccelli 
selvatici trovati morti. Nel presente lavoro vengono riportati i risultati della sorveglianza 
integrata (attiva e passiva) negli uccelli selvatici in Lombardia, nell’ambito dei programmi 
regionali di sorveglianza della fauna selvatica e dell’influenza aviaria. 



40

MATERIALI E METODI
Raccolta di campioni
Sorveglianza attiva degli anatidi cacciati: Sul territorio di competenza della Regione Lombar-
dia è stata condotta un’analisi del rischio che ha preso in considerazione il georeferenziamento 
delle aree umide, il censimento degli anatidi selvatici, i dati stimati delle movimentazioni degli 
anatidi, la densità degli allevamenti intensivi di pollame domestico e infine la stima della pre-
valenza dell’IA. Sulla base delle indicazioni ottenute, sono stati identificate delle aree di rischio 
per la circolazione del virus all’interno delle quali sono stati individuati 12 capanni di caccia 
per il campionamento di tamponi cloacali da tutti gli anatidi cacciati. I capanni identificati sono 
stati riportati nella Figura 1a. I campionamenti sono stati eseguiti durante la stagione venatoria, 
a partire dalla seconda metà di settembre fino a fine gennaio di ciascun anno. I campioni raccolti 
nell’ambito di questa sorveglianza sono stati analizzati in singolo. 
Sorveglianza passiva nei parchi: Sono stati scelti nove parchi regionali (Parco Adda Nord, 
Parco Adda Sud, Parco del Mincio, Parco del Serio, Parco dell’Oglio Nord, Parco dell’Oglio 
Sud, Parco Lombardo della Valle del Ticino, Parco Agricolo Sud Milano e Parco regionale del 
Monte Netto) (Figura 1b). Sono stati individuati tre punti campione all’interno di ogni parco 
avendo cura di identificare prioritariamente aree selezionate dagli anatidi per la riproduzione 
(es. laghetti, stagni fossi con acqua presente in modo continuativi, ecc.) e con maggior densità 
di allevamenti avicoli intensivi. I punti identificati sono stati georeferenziati. In ogni punto sono 
stati raccolti feci fino ad un massimo di 20 campioni per sito ogni 15 giorni. I campioni di feci 
sono stati analizzati in pool da 5. 
Sorveglianza passiva su volatili selvatici trovati morti sul territorio. Da ogni volatile trovato 
morto e consegnato in IZSLER è stato raccolto un pool di organi (cervello, polmone e intestino) 
per l’analisi per IAV. 

Ricerca del genoma IAV e sequenziamento del genoma completo
Da tutti i campioni è stato estratto l’RNA virale tramite One-for-All Vet Kit (Indical Bioscience, 
Germania) utilizzando il QiaSymphony SP/AS (Qiagen, Germania) secondo il protocollo del 
produttore, con un volume di eluizione finale di 60 μL. La ricerca del genoma IAV è stata ese-
guita utilizzando una real time RT-PCR il cui target è il gene M come descritto in (Spackman et 
al., 2002). I campioni risultati positivi per IAV sono stati in seguito testati per ricerca genoma 
H5 e H7 tramite due real time RT-PCR (Spackman et al., 2002; Slomka et al., 2007). I campioni 
positivi per H5 o H7 sono stati inviati al Centro di Referenza per l’IA dell’IZSVe per la confer-
ma della positività e la determinazione della patogenicità. 
Inoltre, il sequenziamento del genoma completo di tutti i campioni positivi per IAV è stato ese-
guito come descritto in precedenza da Lycett et al. (2012) utilizzando il sistema SuperScript® 
III One-Step RT-PCR con Platinum® Taq High Fidelity (Thermo Fisher Scientific). I prodotti 
della RT-PCR sono stati purificati con NucleoSpin® Gel e PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 
Carlo Erba, Italia). Le librerie di DNA sono state realizzate con il kit NEX-TERA-XT (Illumina 
Inc. San Diego, CA, USA) secondo le istruzioni del produttore. Le librerie in pool sono state 
sequenziate su uno strumento MiSeq (Illumina) utilizzando un Miseq Rea-gent nano Kit v2 
in una corsa paired-end a 150 cicli. I dati sono stati assemblati de-novo con il CLC genomic 
workbench v.11 (Qiagen, Milano, Italia). Le sequenze dei geni sono state quindi allineate con 
ClustalW utilizzando MEGAX. Ai fini dell’assegnazione del sottotipo, gli alberi filogenetici dei 
geni HA e NA sono stati dedotti con il metodo della massima verosimiglianza (ML) implemen-
tato in IQ-TREE. La robustezza degli alberi ML è stata valutata staticamente mediante analisi 
bootstrap con 1.000 campioni bootstrap.
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Figura 1. Punti di campionamento distribuiti nelle aree strategiche identificate tramite l’analisi 
di rischio per la circolazione di AIV a) Capanni di caccia; b) punti di campionamento nei parchi. 

RISULTATI
Sorveglianza attiva degli anatidi cacciati. Sono stati raccolti un totale di 3260 tamponi cloacali 
da anatidi cacciati, divisi in 1470 nel 2022-23 e 1790 nel 2023-24. Le due specie maggiormente 
campionate sono alzavola (61% nel 2022-23 e 65% nel 2023-24) e germano reale (23% nel 
2022-23 e 21% nel 2023-24). Le altre specie di anatidi campionate sono codone, canapiglia, 
fischione, marzaiola, moretta, moriglione ma in una percentuale molto inferiore (complessiva-
mente 16% nel 2022-23 e 14% nel 2023-24) (Figura 2). 

Figura 2. Percentuali di anatidi cacciati e campionati nel corso dei due anni di interesse.

Lo screening di tutti i singoli tamponi cloacali ha rivelato un tasso di positività per AIV del 
4,15% nel 2022-23 e del 5,47% nel 2023-24 per un totale di 159 campioni positivi.  Il se-
quenziamento completo è stato possibile per 128 campioni ed ha evidenziato la presenza di 
21 diversi sottotipi da H1N1 a H12N5 (Figura 3), ma nessun H7 durante il periodo di studio. 
Nei due anni sono state osservate situazioni epidemiologiche diverse. È interessante notare 
che il sottotipo H5N1 HPAIV, in particolare il clade 2.3.4.4b, è risultato il più frequente nella 
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stagione invernale 2022-23 (32,3%), ma completamente assente nella stagione 2023-24, 
nonostante fosse diffuso in gran parte dell’Europa. Al contrario, i ceppi H5 LPAIV, prati-
camente assenti nella prima stagione dello studio (1,5%), sono risultati i più frequenti nella 
seconda (27%). Tra gli altri sottotipi, H3N8, H6N1, H6N3, H6N8 e H11N9 sono stati i più 
frequentemente rilevati. Le specie con la maggiore varietà di sottotipi sono state l’alzavola 
e il germano reale, che sono state anche le specie più frequentemente campionate. 

Figura 3. Percentuali dei diversi sottotipi identificati nelle due stagioni invernali (2022-23 
e 2023-24) negli anatidi cacciati.

Sorveglianza passiva nei parchi: Sono stati conferiti complessivamente 1699 campioni di 
feci, rispettivamente 1200 nel 2022 e 499 nel 2023. I campioni sono stati analizzati in pool 
da massimo 5 campioni per un totale di 405 pool analizzati (281 pool nel 2022 e 124 nel 
2023). Tutti i campioni sono stati analizzati per IAV con esito negativo. 
Sorveglianza passiva su volatili selvatici trovati morti sul territorio regionale: Il numero di 
uccelli selvatici trovati e conferiti all’IZSLER ammonta a 481, in particolare 131 nel 2022 
e 350 nel 2023. I volatili appartenevano a diversi ordini, tra questi i più rappresentativi era-
no i Charadriiformes (37%), Anseriformes (17%), Passeriformes (11%), Accipitriformes e 
Columbiformes (7%). Il restante 20% risultava composto da specie appartenenti ad altri 10 
ordini caratterizzati da bassi numeri di volatili (Figura 4a). 
L’indagine molecolare ha evidenziato 4 volatili positivi al virus H5N1 HPAIV del clade 
2.3.4.4b: 2 poiane positive nel 2022 (14%, 2/14), un airone cenerino (5,5%, 1/18) e un 
gheppio nel 2023 (7,6%, 1/13). Per quanto riguarda l’ordine dei Charadriiformes, i gab-
biani campionati sono risultati tutti negativi nel 2022 (17 esemplari) mentre 85 soggetti su 
167 sono risultati positivi nel 2023, evidenziando una percentuale di positività complessiva 
del 51%. Tutte le positività sono state causate da un virus H5N1 HPAIV clade 2.3.4.4b 
appartenente al genotipo BB ampiamente presente in tutta Europa nel 2023 e caratterizzato 
da un’elevata patogenicità per i volatili della famiglia Laridae. Da sottolineare che queste 
positività sono state osservate tutte nei mesi da febbraio ad aprile in corrispondenza della 
prima ondata di casi positivi osservata nel 2023 in Europa in uccelli marini costieri (EFSA 
HPAI dashboard, 15-05-2024). Se consideriamo i campioni arrivati nel trimestre febbra-
io-aprile, la percentuale di positivi sale al 76% (Figura 4b).  
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Figura 4. a) percentuali di animali campionati, suddivisi per ordini; b) andamento delle positi-
vità nei laridi a partire dall’ondata di moria registrata dall’inizio del 2023.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
I dati ottenuti dai tamponi cloacali degli anatidi cacciati mostrano una panoramica piuttosto 
complessa, con la circolazione di un numero elevato di sottotipi diversi, probabilmente derivan-
ti da diverse introduzioni virali e da molteplici fenomeni di riassortimento tra anatidi migratori 
e volatili selvatici stanziali. L’analisi dei risultati ha evidenziato una situazione epidemiologica 
diversa tra le due stagioni invernali. Nella stagione invernale 2022-23, il sottotipo maggiormen-
te identificato è stato l’H5N1 HPAIV, come rilevato in altri paesi europei. Questo virus, fin dalla 
sua prima identificazione, è sempre stato caratterizzato da una certa ciclicità, alternando periodi 
relativamente silenti nei mesi estivi a periodi di intensa circolazione. Tuttavia, negli ultimi anni 
la massiccia diffusione di questo virus negli uccelli marini costieri ha portato a segnalazioni di 
positività anche nel periodo primaverile ed estivo.  I casi evidenziati nella stagione inverna-
le 2022-23 nell’ambito della regione Lombardia potrebbero essere interpretati come la coda 
della grande ondata che ha avuto inizio nel 2020, e che ha interessato molte specie di uccelli 
selvatici e domestici, ma anche diverse specie di mammiferi, non solo a livello Europeo. 
L’elevata presenza del clade 2.3.4.4b, inoltre, pone particolare attenzione sull’eventuale ri-
schio zoonosico veicolato da tali volatili, in prima battuta proprio per i cacciatori. Viceversa, 
è da sottolineare la totale assenza di tale virus nel corso della stagione invernale 2023-24 
nonostante fosse documentata la sua circolazione in Europa nel medesimo periodo. Questi 
dati sono comunque in linea con la progressiva diminuzione di virus H5 HPAIV osservata 
nei volatili selvatici nei paesi europei dalla seconda metà del 2023 (EFSA, 2024). A partire 
da questo periodo invece i ceppi maggiormente rappresentati sono gli H5 LPAIV.  Se la sor-
veglianza effettuata sugli animali cacciati (sorveglianza target attiva) permette di confermare 
il ruolo degli anatidi nel mantenimento e nella diffusione del virus, i dati raccolti tramite la 
sorveglianza passiva su animali trovati morti, suggeriscono un ruolo determinante degli uc-
celli appartenenti all’ordine dei Charadriiformes, in particolare dei laridi. Il quadro regionale 
lombardo rispecchia quindi la situazione osservata in tutta Europa negli ultimi anni (EFSA 
et al., 2023a; EFSA et al., 2023b). In particolare per quanto riguarda i gabbiani, fin dai primi 
mesi del 2023 si è verificata una moria di massa di questi volatili dovuta al ceppo H5N1, ed 
è possibile che tale ondata influenzale sia stata provocata dall’ingresso di animali migratori 
infetti provenienti dal nord Europa, avvenuto durante dicembre 2022. Studi filogenetici han-
no evidenziato il coinvolgimento di un unico genotipo (BB), risultato da un riassortimento 
tra virus H5N1 HPAI e un sottotipo a bassa patogenicità (LPAI) particolarmente adattato ai 
gabbiani (H13) (EFSA et al., 2023a; EFSA et al., 2023b). 
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I dati forniti dal campionamento di feci all’interno dei parchi non hanno aggiunto ulterio-
ri informazioni sui virus circolanti, nonostante i parchi selezionati fossero caratterizzati da 
ambienti idonei per la presenza delle specie serbatoio. È possibile ipotizzare che la matrice 
fecale, raccolta dal suolo, non rappresenti un campione ideale per la ricerca di virus influen-
zali ad alta patogenicità o che questi luoghi siano solo marginalmente frequentati da volatili 
selvatici provenienti da paesi infetti.
Focalizzando l’attenzione sulle specie considerate nella sorveglianza attiva, le prevalenze 
maggiori sono state registrate in germani reali e alzavole. Sicuramente queste sono specie 
di elezione, ma bisogna anche considerare che sono le specie campionate con maggiore fre-
quenza. In particolare, la sorveglianza attiva negli anatidi cacciati si è rivelato un ottimo 
sistema di monitoraggio che ha consentito l’identificazione di virus influenzali circolanti sul 
territorio, permettendo di individuare non solo i ceppi ad alta patogenicità, ma anche una 
significativa presenza di virus a bassa patogenicità appartenenti a diversi sottotipi. La varietà 
dei sottotipi identificati dimostra, come già noto, quanto questi virus siano plastici e in grado 
di andare incontro a numerose mutazioni ed eventi di riassortimento. Sicuramente diversifi-
care il “patrimonio genetico” rappresenta per tutti gli organismi una strategia di sopravviven-
za vincente, e il fatto di aver identificato in specie molto comuni una tale varietà di ceppi è 
indice di buona adattabilità del virus non solo all’ospite, ma anche all’ambiente in cui questo 
vive. Di interesse è il fatto che non sia stato identificato nessun virus appartenente al sotto-
tipo H7. Tale sottotipo è in grado di infettare un ampio range di specie tuttavia studi a lungo 
termine hanno confermato una bassa frequenza di identificazione dei sottotipi LPAIV H7 negli 
uccelli selvatici (De Marco et al., 2003; Latorre-Margalef et al., 2014; Naguib et al., 2019). Per 
quanto riguarda la sorveglianza passiva, la notevole circolazione del virus H5N1 HPAIV nei 
laridi in Nord Italia, in particolare nella Regione Lombardia, con conseguente elevata mortalità, 
è stata rilevata solo nei primi mesi del 2023, da febbraio ad aprile, con una percentuale di posi-
tività superiore al 70% seguita da una drastica riduzione dei casi nei mesi seguenti. Negli ultimi 
anni, inoltre, è stato osservato un aumento del numero di specie di uccelli selvatici coinvolti 
nell’epidemia di H5 il che potrebbe modificare il modello di diffusione del virus. 
La sorveglianza attiva degli uccelli selvatici, soprattutto di quelli in grado di mantenere si-
lenziosamente i virus HPAI in natura, come gli anatidi selvatici, risulta strategica per mi-
gliorare le conoscenze sui virus HPAI che circolano nelle popolazioni di uccelli selvatici. 
L’identificazione tempestiva dei virus HPAIV circolanti nel territorio nazionale o regionale 
ci consente l’applicazione di strategie di prevenzione da attuare principalmente nelle aree ad 
alta densità di pollame, per evitare casi di diffusione secondaria, così come misure per salva-
guardare la salute pubblica.  La generazione e la condivisione tempestiva dei dati relativi alle 
sequenze genomiche dei virus dell’influenza aviaria, non solo di quelli di alta patogenicità, 
sono di estrema importanza perché ci forniscono una visione completa dei sottotipi circolanti 
in un determinato territorio, ma soprattutto ci permettono di individuare tempestivamente 
l’emergere di virus con mutazioni associate a un maggiore potenziale zoonotico, resistenza 
ai farmaci antivirali o derive antigeniche. 

Finanziamenti: Studio parzialmente finanziato dai progetti Next Generation EU-MUR 
PNRR Extended Partnership Initiative on Emerging Infectious Diseases (project no. 
PE00000007INF-ACT) e CCM SURVEID—Studio pilota per la sorveglianza di potenziali 
minacce da malattie infettive emergenti (EIDs) di origine virale mediante una piattaforma 
diagnostica basata sul Sequenziamento metagenomico di nuova generazione (mNGS), (project 
n. B93C22001210001).
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Summary 
Avian Influenza (AI), an infectious disease caused by Orthomyxovirus genus A, has 
increasingly captured the international community’s attention due to its consequences. 
AI outbreaks in poultry lead to complete flock culling and breeding restrictions in nei-
ghboring areas, resulting in severe economic losses. Avian influenza also has a major 
impact on avifauna health: wild birds are also victims of the disease, which, when 
sustained by highly pathogenic viruses (HPAI), has significant implications for biodi-
versity. Moreover, some HPAI strains have been found to infect mammals and thus to 
have the potential to become pandemic threats, underscoring the need for collective 
vigilance and preventive measures. 
Among the arboviruses of veterinary medical interest, West Nile Disease (WND) is 
one of the most important emerging zoonoses. Transmitted by mosquitoes and main-
tained in the environment by wild birds, the virus could be responsible for severe neu-
rological forms in birds and some animal species, including humans. Indeed, the Usutu 
virus (USUV) a flavivirus antigenically close related to WNV is also drawing increa-
sing attention because of its zoonotic potential. While USUV has a severe impact on 
the blackbird population, the number of human cases remains low and very few cases 
of severe neurological disease have been described.
In this context, this work aimed to investigate throughout 2023 the presence of avian 
viruses in avifauna hospitalized and deceased at the Wildlife Rescue Center in Van-
zago (Milano province, Lombardy region. North Italy). During the study, 811 wild 
birds belonging to 33 different species underwent virological investigation. Necro-
scopy were performed at the Department of Veterinary Medicine and Animal Scien-
ces - Lodi Branch, and the organs taken were those defined by national standards for 
detecting epidemic virosis in wild birds. Following collection, samples were delivered 
to the Istituto Zooprofilattico Sperimentale - Virology Unit - of Lombardy and Emilia 
Romagna (BS), where the virological and molecular analyses were performed.
Of the 811 samples tested during 2023, 15 were positive for Influenzavirus A, subtype 
H5N1 HPAI, clade 2.3.4.4b. Of these, 13 specimens belonged to the species Chroico-
cephalus ridibundus (common gull), one to the species Coturnix coturnix (quail) and 
one to the species Columba palumbus (wood pigeon). Concerning the positives recor-
ded for WNV and USUV, 29 specimens and 1 sample tested positive for the viruses 
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respectively. Eleven conditions of co-infection were also recorded (WNV + USUV).
This research, which take advantage from the national monitoring system implemen-
ted in the Lombardy Region, has provided vital information regarding the epidemiolo-
gical trend of avian viral diseases in that area. These findings are not just informative, 
but also serve as a call to action, emphasizing the need for timely preventive measures 
to prevent the transmission of infections to other animal species, including mammals, 
and humans. Moreover, the results obtained in this study underline the need to reeva-
luate the role of species considered resistant to the disease, such as Columbiform, in 
the maintenance and circulation of Influenzavirus A.  

INTRODUZIONE
L’esigenza di comprendere sempre più a fondo l’ecologia e l’epidemiologia delle più 
importanti virosi aviari per la tutela della salute umana e animale, unita allo sviluppo 
di sistemi diagnostici caratterizzati da una sempre maggiore sensibilità, ha inaugurato 
una nuova era nella sorveglianza delle malattie infettive nella fauna selvatica.
Tra le malattie infettive oggetto di maggiore attenzione, l’Influenza Aviaria (AI) rap-
presenta una serie minaccia per gli avicoli di interesse zootecnico (Blagodatski et al., 
2021; ENETWILD Consortium et al., 2024). L’agente eziologico, appartenente al ge-
nere Influenzavirus A, famiglia  Orthomyxoviridae (Alexander, 2007) ha un ampio 
spettro d’ospite, ma è responsabile principalmente di infezioni nelle specie aviarie. I 
virus riconducibili a questo genere sono, tra gli Orthomyxovirus, i più importanti e i 
più diffusi, classificati in sottotipi sulla base delle proprietà antigeniche delle loro gli-
coproteine di superficie: l’emoagglutinina (HA) e la neuraminidasi (NA) (Alexander, 
2007; Uyeki et al., 2022; Webster et al., 1992). Ad oggi sono riconosciuti 18 sottotipi 
di HA e 11 sottotipi di NA; di questi, 16 sottotipi di HA e 9 di NA sono mantenuti in 
ambiente, in tutte le combinazioni HxNx possibili (es. H5N1), dagli uccelli selvatici 
(Alexander, 2007; Fouchier et al., 2005; Olsen et al., 2006; Uyeki et al., 2022). 
A seconda della gravità della sintomatologia osservabile nei volatili, i virus influenzali 
agenti della malattia (AIV) sono classificati in due gruppi: virus a bassa patogenicità 
(LPAI), determinanti infezioni prevalentemente asintomatiche che interessano il siste-
ma respiratorio e digerente, e virus ad alta patogenicità (HPAI), responsabili di forme 
sistemiche letali (Blagodatski et al., 2021; Franҫa et al., 2014; Swayne et al., 2021; 
Yoon et al., 2014). Se le infezioni sostenute da ceppi HPAI sono raramente osservabili 
nell’avifauna, i virus LPAI sono invece stati isolati in almeno 105 specie di uccelli 
selvatici appartenenti a 26 famiglie diverse (Alexander, 2007; Olsen et al., 2006). Tra 
queste, le specie appartenenti all’Ordine degli Anseriformes (anatre, oche e cigni) e dei 
Charadriiformes (gabbiani, sterne e uccelli costieri), costituiscono gli ospiti reservoir 
degli Influenzavirus A LPAI (Artois et al., 2009; Krauss et al., 2010; Olsen et al., 2006; 
Yoon et al., 2014). 
A fronte di ciò, questi animali, considerati anche i fenomeni migratori che li vedono 
protagonisti, sono riconosciuti quali principali responsabili della diffusione degli AIV 
a livello mondiale e come principale causa di trasmissione di tali virus agli avicoli di 
allevamento e a diverse specie di mammiferi (Artois et al., 2009; Blagodatski et al., 
2021; Duan et al., 2023; Olsen et al., 2006). Considerando che il rilevamento del virus 
nel pollame comporta l’adozione di provvedimenti di polizia veterinaria (es. blocco 
dell’allevamento e abbattimento di tutti i capi allevati, limitazioni delle movimentazio-
ni nell’area, etc.), con conseguente danno economico per le singole realtà produttive, a 
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livello nazionale ed Europeo è indispensabile garantire il monitoraggio della malattia 
(McLeod et al., 2016; Swayne, 2009). Pertanto, sebbene il ruolo degli uccelli selvatici 
nel mantenimento dei ceppi HPAI rimanga controverso, l’entità delle recenti epidemie, 
determinate dal sottotipo H5N1 HPAI, e l’individuazione di virus HPAI presentanti 
marcatori genetici di adattamento alla replicazione nei mammiferi hanno evidenzia-
to la necessità di implementare un sistema di sorveglianza sistematico dell’avifauna 
(Alexander, 2007; Feare et al., 2006; Spackman, 2009). 
Oltre all’Influenza Aviaria, altre virosi aviari per le quali il monitoraggio degli uccelli 
selvatici diviene strumento importante per la tutela della salute umana e animale sono 
la West Nile Disease (WND) e l’USUTU Disease. Considerate “zoonosi emergenti” in 
Europa e in Italia (dove sono oramai presenti in forma endemica da più di un decen-
nio), queste arbovirosi sono causate da flavivirus neurotropi, ovvero il virus del Nilo 
occidentale (WNV) e il virus USUTU (USUV), mantenuti in ambiente grazie a un 
ciclo di trasmissione enzootico interessante gli uccelli selvatici, ospiti amplificatori e di 
mantenimento, e le zanzare del genere Culex, vettori dell’agente eziologico (Fros et al., 
2015; Pfeffer et al., 2010; Zannoli et al., 2019). Sebbene siano molte le specie di uccelli 
suscettibili a infezioni da WNV e USUV, i membri della famiglia Passeriformes (pas-
seri domestici, corvidi e merli in particolare) vengono identificati quali ospiti aviari più 
importanti nell’epidemiologia di WND e USUTU in Europa e nelle Americhe (May et 
al., 2011; Roesch et al., 2019).
Gli esseri umani e altri mammiferi, quali gli equini, possono contrarre l’infezione a se-
guito della puntura di zanzare infette. Tali ospiti non raggiungono però livelli viremici 
tali da contribuire attivamente al mantenimento e alla circolazione dei virus considerati 
e, per tale motivo, sono definiti “dead-end hosts” (Dauphin et al., 2004; Roesch et al., 
2019; Zannoli et al., 2019). Nonostante ciò, la WND rappresenta un pericolo concreto 
per la salute pubblica vista la capacità dell’agente eziologico di causare, in una minima 
percentuale di casi, forme neurologiche letali anche negli ospiti fondo cieco. Al con-
trario, USUV sembra presentare maggiore patogenicità e letalità per alcune specie di 
uccelli selvatici, ma raramente causa gravi patologie nell’uomo, determinando per lo 
più infezioni asintomatiche (Bowen et al., 2007; Nikolay, 2015; Zannoli et al., 2019). 
Tuttavia, sempre più prove evidenziano come il rischio per la salute pubblica legato 
alla circolazione territoriale di USUV sia da riconsiderare (Faggioni et al., 2018; Grot-
tola et al., 2017). A fronte del fatto che non esistono terapie né vaccini efficaci per la 
cura e la profilassi di tali arbovirosi nell’uomo, diventa fondamentale la definizione di 
un attento sistema di monitoraggio (Saiz et al., 2017; Ulbert, 2019). 
Viste queste premesse, e in considerazione di quanto previsto dal Piano Nazionale di 
Sorveglianza Influenza Aviaria e del Piano Nazionale di prevenzione, sorveglianza e 
risposta alle Arbovirosi – PNA (2020-2025), il presente lavoro ha avuto come obietti-
vo la ricerca post-mortem di AIV, di WNV e di USUTV in tutte le specie di avifauna 
ricoverate presso un Centro Recupero Animali Selvatici (C.R.A.S.) della Lombardia.

MATERIALI E METODI
Area di studio
Lo studio è stato portato avanti per tutta la durata dell’anno 2023, sottoponendo a mo-
nitoraggio, e a successivo controllo virologico, n°811 uccelli selvatici appartenenti a 
differenti specie. Tutti i soggetti considerati sono stati selezionati, in relazione allo sta-
to di conservazione delle carcasse, tra quelli deceduti spontaneamente o sottoposti ad 
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eutanasia presso il Centro Recupero Animali Selvatici (C.R.A.S.) - WWF di Vanzago 
(Provincia di Milano), struttura dedita al ricovero e, quando possibile, al recupero di 
animali selvatici (mammiferi, uccelli e rettili) in difficoltà, provenienti principalmente 
dalle province di Milano, Varese, Como, Monza Brianza e Lodi. 

Campionamento
A seguito del decesso, tutti gli esemplari di avifauna, ritenuti validi per le successive 
indagini, sono stati immediatamente congelati a -20 °C per mezzo di congelatore ap-
positamente predisposto e trasportati in sicurezza presso il Dipartimento di Medicina 
Veterinaria e Scienze Animali dell’Università degli Studi di Milano. In questa sede 
è stata svolta un’accurata necroscopia degli animali, finalizzata alla valutazione del 
quadro complessivo e all’identificazione di eventuali lesioni sospette in organi target, 
ma soprattutto al campionamento di questi stessi. Per ciascun esemplare indagato sono 
stati quindi campionati il cervello, la trachea, i polmoni, il cuore, la milza, i reni e 
l’ultimo tratto intestinale. Tutti i visceri campionati sono stati conservati in piastre di 
Petri sigillate, debitamente contrassegnate con specie e codice identificativo univoco 
dell’animale, attribuito al momento della sua accettazione presso il C.R.A.S., e infine 
congelate a -20 °C. 

Analisi dei campioni – isolamento e caratterizzazione degli agenti virali
Tutte le piastre sono state recapitate al Reparto di Virologia dell’Istituto Zooprofilattico 
Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, sede di Brescia, dove la presen-
za di RNA virali (AIV, WNV, USUV) è stata indagata dai pool di organi campionati, 
dopo omogeneizzazione degli stessi, mediante analisi molecolari.
In particolare per l’identificazione dell’AIV è stato utilizzato il test della PCR real-time 
(PCR del gene codificante la sintesi della proteina M) (Spackman et al., 2002) per va-
lutare, in primo luogo, la presenza o l’assenza di Influenzavirus tipo A nel pool tissutale 
analizzato; in caso di positività, è prevista la realizzazione di PCR real-time specifiche 
(PCR del gene codificante la sintesi della glicoproteina HA) finalizzata all’identifica-
zione del sottotipo virale, con particolare interesse rivolto ai sottotipi H5 e H7 (Slomka 
et al., 2007; Slomka et al., 2009). I campioni risultati positivi per H5/H7 sono stati 
inviati all’EURL AI/ND, presso l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie 
(IZSVe), avente il compito di tipizzare e caratterizzare i ceppi isolati.
Per l’isolamento di West Nile virus e USUTU virus, la metodica diagnostica impie-
gata è stata la PCR-Real Time (Del Amo et al., 2013), così come previsto dal PNA, 
dal Regolamento delegato UE 2020/689 e dal Manual of Diagnostic Tests and Vacci-
nes for Terrestrial Animal – OIE. I campioni risultati positivi sono stati quindi inviati 
al Centro di Referenza Nazionale per le malattie esotiche (CESME) presso l’Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise (Teramo) per la conferma e 
caratterizzazione del patogeno, con riferimento particolare al riconoscimento di WNV 
lineage 1 (L1) e WNV lineage 2 (L2). 
Ogni campione è stato accompagnato in ogni suo spostamento, da e verso i laboratori 
di analisi, da una scheda identificata con la sigla W02, ‘sorveglianza su uccelli stan-
ziali appartenenti a specie sinantropiche - sorveglianza sulla mortalità negli uccelli 
selvatici’, predisposta per l’accompagnamento di campioni prelevati nell’ambito delle 
attività di sorveglianza della West Nile disease. 
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RISULTATI
Nel periodo di studio considerato, da Gennaio 2023 a Dicembre 2023, sono stati og-
getto di monitoraggio per la ricerca di Influenzavirus A, WNV e USUV n°811 esem-
plari di avifauna appartenenti a 17 Ordini tassonomici e a 67 specie, deceduti presso il 
C.R.A.S. di Vanzago (MI) (Tabella 1). 

ORDINE NOME COMUNE SPECIE FAMIGLIA NUMERO 

Accipitriformes Astore Accipiter gentilis Accipitridae 7

Poiana Buteo buteo Accipitridae 4

Sparviero Accipiter nisus Accipitridae 3

Anseriformes Germano reale Anas platyrhynchos Anatidae 67

Moretta Aythya fuligula Anatidae 1

Apodiformes Rondone alpino Tachymarptis melba Apodidae 9

Rondone comune Apus apus Apodidae 54

Caprimulgiformes Succiacapre Caprimulgus europaeus Caprimulgidae 1

Charadriiformes Beccaccia Scolopax rusticola Scolopacidae 4

Gabbiano comune Chroicocephalus ridibundus Laridae 17

Gabbiano reale Larus michahellis Laridae 6

Pavoncella Vanellus vanellus Charadriidae 1

Ciconiiformes Airone cenerino Ardea cinerea Ardeidae 8

Airone guardabuoi Babulcus ibis Ardeidae 3

Cicogna bianca Ciconia ciconia Ciconiidae 1

Columbiformes Colombaccio Columba palumbus Columbidae 69

Tortora dal collare orientale Streptopelia decaocto Columbidae 49

Coraciiformes Martin pescatore Alcedo atthis Alcedininae 2

Upupa Upupa epops  Upupidae 2

Falconiformes Falco pellegrino Falco peregrinus Falconidae  1

Gheppio Falco tinnunculus Falconidae  25

Lodolaio Falco subbuteo Falconidae  1

Galliformes Fagiano Phasianus colchicus Phasianidae 2

Pernice rossa Alectoris rufa Phasianidae 1

Quaglia Coturnix coturnix Phasianidae 1

Gruiformes Folaga Fulica atra Rallidae 1

Gallinella d’acqua Gallinula chloropus Rallidae 2

Passeriformes Balestruccio Delichon urbicum Hirundinidae 6

Balia nera Ficedula hypoleuca Muscicapidae 2

Ballerina bianca Motacilla alba Motacillidae 2

Capinera Sylvia atricapilla Sylviidae 9

Cardellino Carduelis carduelis Fringillidae 6

Cincia mora Periparus ater Paridae 1

Cinciallegra Parus major Paridae 20
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Codibugnolo Aegithalos caudatus Aegithalidae 4

Codirosso comune Phoenicurus phoenicurus Muscicapidae 2

Codirosso spazzacamino Phoenicurus ochruros Muscicapidae 3

Cornacchia grigia Corvus corone cornix Corvidae 72

Cuculo Cuculus canorus cuculidae 3

Fiorrancino Regulus ignicapilla Regulidae 1

Fringuello Fringilla coelebs Fringillidae 10

Gazza Pica pica Corvidae 49

Ghiandaia Garrulus glandarius Corvidae 3

Lui’ piccolo Phylloscopus collybita Sylviidae 1

Merlo Turdus merola Turdidae 130

Passera d’italia Passer italiae Passeridae 4

Passera mattugia Passer montanus Passeridae 1

Pettirosso Erithacus rubecula Muscicapidae 20

Regolo Regulus regulus Regulidae 9

Rondine Hirundo rustica Hirundinidae 10

Rondine montana Ptyonoprogne rupestris Hirundinidae 1

Storno Sturnus vulgaris Sturnidae 18

Tordo bottacio Turdus philomelos Turdidae 2

Verdone Chloris chloris Fringillidae 2

Verzellino Serinus serinus Fringillidae 5

Pelecaniformes Cormorano Phalacrocorax carbo
Phalacrocoraci-
dae

1

Garzetta Egretta garzetta Ardeidae 2

Ibis sacro Threskiornis aethiopicus Threskiornithidae 3

Piciformes Picchio nero Dryocopus martius Picidae 1

Picchio rosso maggiore Dendrocopos major Picidae 13

Picchio verde Picus viridis Picidae 26

Podicipediformes Svasso maggiore Podiceps cristatus Podicipedidae 1

Strigiformes Allocco Strix aluco Strigidae 3

Assiolo Otus scops Strigidae 5

Barbagianni Tyto alba Strigidae 1

Civetta Athene noctua Strigidae 16

Gufo comune Asio otus Strigidae 1

TOTALE 811

Tabella 1. Esemplari di avifauna monitorati e sottoposti ad indagine virologica. Per 
ogni animale viene indicato l’ordine tassonomico, il nome comune, la specie e la fa-
miglia di appartenenza. Viene altresì riportato il numero di soggetti campionati della 
stessa specie.
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In relazioni agli Ordini di appartenenza degli esemplari, nel campione considerato la 
maggior parte degli uccelli apparteneva agli Ordini Passeriformes (n°396 animali), 
Columbiformes (n°118 animali), Anseriformes (n°68 animali) e Apodiformes (n°63 
esemplari). Gli esemplari campionati appartenenti a tali Ordini rappresentano circa il 
79% di tutti i soggetti monitorati nello studio. Meno rappresentati sono, tra gli altri, gli 
Ordini Caprimulgiformes, Podicipediformes e Gruiformes. Considerando le famiglie 
di appartenenza, la maggior parte dei soggetti indagati apparteneva alla famiglia Tur-
didae (n°132 esemplari), Corvidae (n°124 esemplari), Columbidae (n°118 esemplari) 
e Anatidae (n°68 esemplari). Per le famiglie Caprimulgidae, Ciconiidae, Phalacro-
coracidae, Podicipedidae e Charadriidae contiamo un solo esemplare analizzato nel 
periodo considerato.
Gli uccelli ricoverati presso il C.R.A.S di Vanzago e utilizzati successivamente 
nell’ambito della sorveglianza per le virosi di interesse, provenivano dalle province di 
Milano (532/811, 66%), Varese (105/811, 13%), Monza Brianza (89/811, 11%), Como 
(52/811, 7%), Lodi (18/811, 2,2%), Bergamo (6/811, 0,7%), Verbano-Cusio-Ossola 
(2/811), Pavia (2/811), Novara (2/811), Cremona (1/811), Brescia (1/811) e Macerata 
(1/811). 
Con riferimento all’Influenza Aviaria, degli 811 pool di organi testati con metodica 
Real Time PCR, 15 sono risultati positivi a Influenzavirus A. Di questi, 13 esemplari 
appartenevano alla specie Chroicocephalus ridibundus (gabbiano comune), uno alla 
specie Coturnix coturnix (quaglia) e uno alla specie Columba palumbus (colombac-
cio). Le positività nei suddetti esemplari sono state registrate nei mesi di febbraio 2023 
e Marzo 2023 (Tabella 2).

DATA
PRELIEVO

SPECIE POSITIVE VIRUS FAMIGLIA ORDINE PROVINCIA 
DI RITROVA-
MENTO

feb-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

feb-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Columba palumbus 
(colombaccio)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Columbi -
dae

Columbiformes VA

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiamo comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI
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mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MB

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Chroicocephalus ridibundus 
(gabbiano comune)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Laridae Charadriiformes MI

mar-23 Coturnix coturnix 
(quaglia)

H5N1 HPAI clade 
2.3.4.4b

Phasiani-
dae

Galliformes MB

Tabella 2. Positività registrate per Influenzavirus A. In tabella vengono riportati: la 
data di campionamento dell’animale (mese-anno), la specie di appartenenza dello 
stesso, il virus per il quale la positività è stata riconosciuta, la famiglia e l’ordine 
tassonomico, il luogo di ritrovamento dell’esemplare portato al C.R.A.S. e li de-
ceduto.

Considerando il numero totale di soggetti campionati nel periodo di sorveglianza 
e, tra questi, il numero complessivo di esemplari per i quali le metodiche diagno-
stiche hanno accertato la positività per l’Influenzavirus tipo A, la prevalenza della 
malattia, nel campione indagato, è risultata essere dell’1,85% (15/811).
Valutando la prevalenza di AI dividendo i soggetti positivi per Ordine tassono-
mico, la maggior parte di questi faceva parte dell’Ordine Charadriiformes (gab-
biano comune). Considerando che su un totale di 28 soggetti appartenenti a tale 
Ordine esaminati nel 2023, 13 sono risultati positivi, la prevalenza di AIV nel 
sotto campione considerato è risultata del 46%. Per quanto concerne gli esemplari 
appartenenti all’Ordine Columbiformes, su 118 soggetti esaminati nel periodo con-
siderato un solo animale è risultato positivo, con quindi prevalenza del virus dello 
0,85%. La positività nei confronti dell’influenzavirus A è stata riconosciuta anche 
in un soggetto dell’ordine Galliformes (quaglia), ma dato il numero totale esiguo 
di Galliformi campionati nel 2023 (n° totale animali esaminati: 4), lo studio della 
prevalenza risulta poco indicativo.
Con riferimento a West Nile disease e USUTU, degli 811 campioni sottoposti a 
indagine virologica tramite metodica Real Time PCR, 29 sono risultati positivi. 
In particolare, 16 soggetti sono risultati positivi per WNV-L2, uno per WNV-L1, 
uno per USUV, e 11 sono stati i casi di co-infezione (WNV-L2 + USUV). Tutti i 
casi sono stati registrati nei mesi di Luglio 2023, Agosto 2023 e Settembre 2023 
(Tabella 3).
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DATA 
PRELIEVO

SPECIE POSITIVE VIRUS FAMIGLIA ORDINE PROVINCIA DI RITRO-
VAMENTO

lug-23 Astore 
(Accipiter gentilis)

WNV-L2 Accipitridae Accipitriformes CO

lug-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes MI

lug-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 + 
USUV

Corvidae Passeriformes MI

lug-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 + 
USUV

Corvidae Passeriformes MI

lug-23 Gazza 
(Pica pica)

WNV-L2 + 
USUV

Corvidae Passeriformes MI

lug-23 Merlo 
(Turdus merola)

WNV- L2 + 
USUV

Turdidae Passeriformes VA

lug-23 Poiana 
(Buteo buteo)

WNV- L2 + 
USUV

Accipitridae Accipitriformes VA

ago-23 Astore 
(Accipiter gentilis)

WNV-L2 Accipitridae Accipitriformes MI

ago-23 Astore 
(Accipiter gentilis)

WNV-L2 Accipitridae Accipitriformes CO

ago-23 Cardellino 
(Carduelis carduelis)

WNV-L2 Fringillidae Passeriformes MI

ago-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 + 
USUV

Corvidae Passeriformes MI

ago-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV- L2 Corvidae Passeriformes MI

ago-23 Gazza 
(Pica pica)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes MI

ago-23 Gheppio 
(Falco tinnunculus)

WNV-L2 Falconidae Falconiformes VA

ago-23 Gheppio 
(Falco tinnunculus)

WNV-L1 Falconidae Falconiformes VA

ago-23 Gheppio 
(Falco tinnunculus)

WNV-L2 + 
USUV

Falconidae Falconiformes CO

ago-23 Merlo 
(Turdus merola)

USUV Turdidae Passeriformes MB

ago-23 Merlo 
(Turdus merola)

WNV- L2 + 
USUV

Turdidae Passeriformes MI

ago-23 Merlo 
(Turdus merola)

WNV-L2 + 
USUV

Turdidae Passeriformes MI

ago-23 Rondone alpino 
(Tachymarptis melba)

WNV-L2 + 
USUV

Apodidae Apodiformes CO
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set-23 Astore 
(Accipiter gentilis)

WNV-L2 Accipitridae Accipitriformes CO

set-23 Colombaccio 
(Columba palumbus)

WNV-L2 + 
USUV

Columbidae Columbiformes MI

set-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes VA

set-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes VA

set-23 Cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes VA

set-23 Gazza 
(Pica pica)

WNV-L2 Corvidae Passeriformes VA

set-23 Gheppio 
(Falco tinnunculus)

WNV-L2 Falconidae Falconiformes MI

set-23 Gheppio 
(Falco tinnunculus)

WNV-L2 Falconidae Falconiformes MI

set-23 Rondone alpino 
(Tachymarptis melba)

WNV-L2 Apodidae Apodiformes MI

Tabella 3. Animali risultati positivi alla ricerca di WNV e USUV. Vengono riportati 
per ciascun soggetto: la data di campionamento (mese-anno), la specie, il virus per il 
quale la positività è stata riconosciuta, l’ordine tassonomico, la famiglia di appartenen-
za e il comune di ritrovamento dell’esemplare con relativa provincia.

Considerando il numero totale di soggetti campionati nel periodo di sorveglianza, 
nonché il numero di soggetti risultati positivi per uno dei due virus, WNV (L1 e L2) 
o USUV, la prevalenza di WNV nel campione è risultata essere del 2,1% (17/811), 
mentre quella di USUV dello 0,1% (1/811). Per quanto riguarda la co-infezione, la 
prevalenza stimata di tale condizione nel campione è dell’1,4% (11/811).
In riferimento solo a WNV, considerando sia il lineage 1 che il lineage 2, l’Ordine 
Passeriformes presenta il più alto numero di positività (8/17), seguito dall’Ordine Ac-
cipitriformes (4/17), Falconiformes (4/17) e Apodiformes (1/17). Volendo valutare la 
prevalenza di WND negli Ordini citati, quello degli Accipitriformes mostra la preva-
lenza più alta (28,6%), con 4 animali positivi su un totale di 14 soggetti campionati nel 
2023. In tale Ordine, la famiglia più rappresentata, considerando le positività registra-
te, è la famiglia Corvidae. Nei Falconiformes la prevalenza di WNV è risultata essere 
del 14,8% (4 soggetti positivi su 27 campionati); seguono l’Ordine Passeriformes, con 
una prevalenza del 2% (8/398) e l’Ordine Apodiformes, con una prevalenza dell’1,58% 
(1/63). Nel dettaglio, sul totale delle positività registrate per WNV, la Real Time RT-
PCR ha permesso di identificare il genoma del lineage 1 in un solo esemplare di Falco 
tinnunculus nel mese di Agosto 2023. Tutte gli altri casi di positività hanno interessato 
WNV lineage 2. 
Per quanto concerne USUV, a fronte dell’unico registrato in un esemplare di Turdus 
merola (merlo), la prevalenza del virus nell’Ordine Passeriformes è risultata essere 
dello 0,25% (1/396).
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In riferimento ai casi di co-infezione, considerando gli Ordini di appartenenza degli 
esemplari campionati, i Passeriformi presentano il numero più alto di positività (7/11), 
con 3 di queste accertate in esemplari di Turdus merola (famiglia Turdidae), una rico-
nosciuta in un esemplare di Pica pica (famiglia Corvidae) e 3 in esemplari di Corvus 
corone cornix (famiglia Corvidae). La prevalenza dei casi di infezione contempora-
nea da WNV-L2 e USUV nell’Ordine considerato risulta quindi essere dell’1,76% (7 
esemplari positivi su 396 campionati). Altri casi di co-infezione sono stati registrati in 
un esemplare di Accipiter gentilis, Ordine Accipitriformes (1/11), in un esemplare di 
Falco tinnunculus, Ordine Falconiformes (1/11), in un esemplare di Columba palum-
bus, Ordine Columbiformes (1/11) e in un esemplare di Tachymarptis melba, Ordine 
Apodiformes (1/11). In tali Ordini la prevalenza della co-infezione risulta quindi esse-
re, rispettivamente, del 7% (1 esemplare positivo su 14 campionati), del 3,7% (1/27), 
dello 0,8% (1/118) e dell’1,6% (1/63).

DISCUSSIONE
Il presente studio evidenzia come, durante l’anno 2023, nelle popolazioni di uccelli a 
vita libera presenti nell’areale interessato dall’indagine epidemiologica circolassero 
Influenzavirus A, West Nile virus e USUTU virus.
Per quanto concerne l’Influenza Aviaria, nel periodo considerato la prevalenza della 
malattia nel campione indagato è risultata essere dell’1,85% (15/811). Sebbene questa 
percentuale possa sembrare ininfluente, va sottolineato che il monitoraggio dell’avi-
fauna viene eseguito da oltre sei anni presso il Dipartimento di Medicina Veterinaria e 
Scienze Animali dell’Università degli Studi di Milano, in collaborazione con l’Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna e con il contri-
buto del C.R.A.S. di Vanzago, e nessuna positività a virus influenzali A era mai stata 
riscontrata.
Le 15 positività registrate nei mesi di febbraio e marzo sono state tutte ricondotte 
al sottotipo H5N1 HPAI, clade 2.3.4.4b. Sul totale appena definito, 13 riguardavano 
esemplari della specie Chroicocephalus ridibundus provenienti dalle Province di Mi-
lano, Varese e Monza Brianza. Questi dati risultano essere in linea con quanto indicato 
nelle altre segnalazioni italiane ed europee, riportanti un numero importante di foco-
lai sostenuti dal sottotipo A H5N1 HPAI, clade 2.3.4.4b, negli uccelli marini (EFSA, 
2023; EFSA et al., 2023b; EFSA et al., 2023c). In considerazione del fatto che il nume-
ro di gabbiani presenti nel nostro Paese è particolarmente consistente, soprattutto nelle 
zone umide (es. lago di Garda, delta del Po, etc.) (Brambilla et al., 2023; Zenatello 
et al., 2021), in alcune delle quali la densità degli allevamenti avicoli risulta essere 
elevata, il rischio di trasmissione dell’influenzavirus A alle specie avicole di interesse 
produttivo non è trascurabile. Tale considerazione risulta particolarmente pertinente 
se fatta con riferimento alla situazione osservabile nei mesi primaverili quando, negli 
stormi, è possibile ritrovare anche animali giovani, importanti eliminatori del patogeno 
(EFSA et al., 2023c).
Considerando il ruolo degli uccelli selvatici nella determinazione di focolai di influen-
za aviaria HPAI negli allevamenti avicoli, risulta evidente l’importanza, nell’attuare 
piani di sorveglianza integrata, della collaborazione tra diversi partner, tra i quali un 
ruolo chiave è svolto dai Centri di recupero della fauna selvatica. Tali strutture, infatti, 
non hanno solo un ruolo nella salvaguardia della fauna autoctona, ma rappresentano 
anche un osservatorio epidemiologico importante per il monitoraggio sanitario dell’a-
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vifauna. Il coinvolgimento nella presente indagine sperimentale di un C.R.A.S. per 
il campionamento di uccelli selvatici ha reso possibile lo studio di specie altrimenti 
difficilmente accessibili, quali i rapaci, e ha permesso di estendere l’indagine epide-
miologica a specie non ancora inserite nell’elenco ufficiale europeo valido al 2023 
(EFSA et al., 2017). 
In riferimento a ciò, fino al recente aggiornamento (Reinartz et al., 2024), all’interno 
dei confini della UE erano cinquanta le specie di uccelli selvatici comunemente oggetto 
di sorveglianza per i virus H5 HPAI. L’elenco delle stesse, in ampliamento, costituisce 
una guida per gli operatori, permettendo agli stessi di valutare su quali specie di avi-
fauna concentrare maggiormente (sebbene non esclusivamente) l’attenzione al fine di 
costruire un sistema di allerta precoce per l’influenza aviaria (EFSA et al., 2017; Rei-
nartz et al., 2024). Considerando i dati sperimentali raccolti nel presente lavoro, delle 
67 specie monitorate nel 2023 solo 9 erano presenti nell’elenco europeo in vigore nel 
suddetto anno (EFSA et al., 2017). Ad eccezione quindi degli esemplari appartenenti 
alle specie Anas platyrhynchos, Egretta garzetta, Ardea cinerea, Phalacrocorax carbo, 
Buteo buteo, Accipiter gentilis, Chroicocephalus ridibundus, Pica pica, Ciconia cico-
nia e Falco peregrinus, per tutte le altre specie non sarebbe stato possibile effettuare 
un’indagine virologica senza la collaborazione del C.R.A.S. 
Positività al virus influenzale A H5N1 HPAI sono state riconosciute anche in un esem-
plare di quaglia (Coturnix coturnix) e di colombaccio (Columba palumbus). Nonostan-
te dall’analisi della prevalenza della malattia negli ordini Columbiformes e Galliformes 
non emergano dati particolarmente significativi, l’accertamento dell’infezione in que-
ste due specie risulta interessante, in particolar modo in riferimento al colombaccio. 
Se infatti studi scientifici riconoscono nella quaglia europea (Coturnix coturnix) una 
specie suscettibile ai virus influenzali A (Bertran et al., 2013; Sun et al., 2011; Web-
ster Robert et al., 2002), nella letteratura risulta invece difficile trovare informazioni 
relative al ruolo dei columbidi nel ciclo di trasmissione e di mantenimento dell’agente 
virale. I casi di infezione naturale degli esemplari a vita libera sono stati infatti rara-
mente documentati e, oltre a ciò, anche a fronte di infezioni sperimentali in laboratorio 
gli animali appartenenti a quest’ordine hanno dimostrato una bassa sensibilità nei con-
fronti dei virus influenzali aviari (Abolnik, 2014; Cardona et al., 2009; Leight Perkins 
et al., 2002). Malgrado le sporadiche segnalazioni, i Columbiformi sono stati inseriti 
nella lista europea delle specie da preferire per la sorveglianza efficace di AI aggiorna-
ta al 2024 (Reinartz et al., 2024).
In riferimento a West Nile disease e USUTU disease, la maggior parte delle positività 
registrate nel presente studio hanno interessato WNV, con 1 solo caso di infezione da 
USUV documentato. 
Il virus della West Nile è uno dei flavivirus trasmessi da zanzare più diffusi al mondo, 
attualmente diffuso in Africa, Asia occidentale, Europa, Australia e America (Dauphin 
et al., 2004; Weissenböck et al., 2010). Isolato per la prima volta in Uganda nel 1937, 
nell’agosto del 1999 è stato identificato negli Stati Uniti dove, nell’area di New York 
City, ha causato moria in stormi di corvi americani (Corvus brachyrhynchos), nonché 
forme neurologiche in cavalli e persone (Komar et al., 2001). In Europa il WNV è 
attualmente endemico nell’Europa centrale e sud-orientale (Weissenböck et al., 2010), 
con ceppi circolanti appartenenti ai lineage 1 e 2, riconosciuti quali responsabili delle 
più gravi epidemie nell’uomo (Zannoli et al., 2019). In Italia, a partire dal 2014 si è as-
sistito ad un progressivo aumento della circolazione del virus, fino ad arrivare al 2018, 
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anno eccezionale in termini di numero di casi di infezione e malattia nell’uomo, negli 
equidi e nelle specie reservoir (ECDC, 2019; Trogu et al., 2021). 
La meno nota USUTU disease è stata osservata per la prima volta in Europa nel 2001, 
causando una significativa mortalità tra le popolazioni di uccelli in Austria (Weis-
senböck et al., 2002), sebbene probabilmente il virus fosse presente in Europa dal 1996 
o prima. Successivamente, l’USUV si è diffuso in tutta Europa, causando mortalità 
nell’avifauna e, sebbene raramente, alcuni casi neurologici negli esseri umani (Clé et 
al., 2019; Saiz et al., 2017). 
In riferimento agli ospiti serbatoio di entrambi gli arbovirus indagati, diversi studi 
scientifici riconoscono negli Ordini Passeriformes (specialmente le famiglie Corvi-
dae, Fringillidae e Passeridae), Charadriiformes (famiglia Laridae), Accipitriformes, 
Falconiformes e Strigiformes quelli comprendenti le specie maggiormente sensibi-
li a WNV e USUV (Jourdain et al., 2007a; McLean et al., 2002; Pérez-Ramírez et 
al., 2014). Nel presente studio, le 17 positività registrate per WNV hanno interessato 
esemplari di cornacchia grigia (Corvus corone cornix), gazza (Pica pica), cardellino 
(Carduelis carduelis), astore (Accipiter gentilis), gheppio (Falco tinnunculus) e merlo 
(Turdus merola), specie quest’ultima particolarmente sensibile anche ad USUV (Clé 
et al., 2019) e nella quale è stato riconosciuto l’unico caso di positività per tale virus.
Per quanto tutte le specie elencate siano riconosciute come particolarmente sensibili a 
WNV, con nota particolare alla famiglia dei Corvidi, l’elevato numero di casi in ani-
mali spazzini e con comportamento predatorio risulta interessante. Infatti, sebbene il 
ciclo di trasmissione primario di WNV e USUV rimanga quello “zanzara (Culex spp.) 
– uccello – zanzara (Culex spp.)”, alcuni studi hanno dimostrato come alcune specie 
di avifauna possano contrarre l’infezione anche a fronte dell’ingestione di animali vi-
remici, morti o predati (Komar et al., 2003; Pérez-Ramírez et al., 2014). A fronte di 
questa considerazione, siccome i livelli di viremia negli uccelli non variano in dipen-
denza delle due modalità di infezione (Komar et al., 2003), e siccome il presente studio 
non ha visto l’utilizzo di una q-PCR, tale aspetto non può però essere approfondito 
ulteriormente. 
Anche il dato relativo al fatto che 15 delle positività per WNV su 17 totali sono state ri-
conosciute in esemplari di merlo comune (Turdus merola), gazza (Pica pica) e cornac-
chia grigia (Corvus corone cornix) risulta conforme a quanto riportato in letteratura. 
La preferenza alimentare delle zanzare del genere Culex, vettori primari del patogeno, 
per il merlo comune è infatti documentata e la diminuzione del numero di merli nel 
territorio, risultato della migrazione o dell’eccessiva antropizzazione dell’areale consi-
derato, è associata all’aumento dell’assunzione del pasto di sangue sui corvidi (Rizzoli 
et al., 2015). Tali specie hanno quindi un ruolo chiave nell’epidemiologia del WNV 
in Europa, a differenza delle altre specie riconosciute positive per WNV nel presen-
te studio, raramente implicate in focolai della malattia. Questa considerazione risulta 
particolarmente pertinente se fatta con riferimento all’esemplare di colombaccio (Co-
lumba palumbus): le specie appartenenti all’ordine Columbiformes, così come quelle 
riconducibili all’ordine Pelecaniformes, Psittaciformes e Galliformes, a differenza dei 
passeriformi non sviluppano infatti livelli viremici tali da garantire la trasmissione 
dell’agente eziologico e la conseguente circolazione della malattia in ambiente (Pérez-
Ramírez et al., 2014). 
Interessanti sono anche le positività per WNV documentate negli esemplari di rondo-
ne alpino (Tachymarptis melba), specie riconosciuta come potenzialmente coinvolta 
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nell’introduzione, amplificazione e diffusione del patogeno dall’Africa meridiona-
le in Europa (Jourdain et al., 2007b).
In relazione a quanto finora discusso, risulta evidente come WNV e USUV pre-
sentino una sovrapposizione geografica, risultando co-circolanti in Europa, e con-
dividano, nel loro ciclo di trasmissione, ospiti vettori (zanzare del genere Culex) e 
alcuni degli ospiti reservoir. In relazione al fatto che anche gli areali dei due arbo-
virus sono parzialmente sovrapponibili, casi di co-infezione in specie suscettibili 
sono già stati segnalati, sebbene non così frequentemente in funzione del fatto che 
per WNV e USUV vi è cross-reattività anticorpale (Aberle et al., 2018; Körsten 
et al., 2023; Nikolay, 2015; Santos et al., 2022; Zannoli et al., 2019). Consideran-
do ciò, i risultati del presente studio risultano significativi: visti i numericamente 
ridotti casi di co-infezione registrati ad oggi anche nell’avifauna, il ritrovamento 
di 11 animali positivi a WNV-L2 e USUV contemporaneamente nei soli mesi di 
Luglio-Settembre 2023 pone in luce la necessità di realizzare studi più approfon-
diti sul tema. Infatti, le co-infezioni possono presentare, sia negli uccelli che negli 
esseri umani, un esito differente rispetto a quello delle mono-infezioni, avendo 
dunque un diverso peso in termini di tutela della salute pubblica (Santos et al., 
2022; Zannoli et al., 2019).

CONCLUSIONI
L’osservazione di focolai di Influenza Aviaria negli uccelli selvatici e nelle specie 
avicole non è più un fenomeno raro. Negli ultimi 15 anni focolai in specie aviarie 
sono stati accertati con crescente frequenza, con almeno 10 epidemie sostenute da 
Influenzavirus A H5 HPAI ed importanti eventi di mortalità di massa (Verhagen et 
al., 2021). Se fino al 2009 l’AI era principalmente sostenuta dal sottotipo H5N1, 
clade 2.2, dal 2014 in poi la maggior parte dei focolai a livello europeo è il risul-
tato di infezioni sostenute da virus HPAI H5N1 clade 2.3.4.4b, lignaggio ormai 
predominante a livello globale avente spiccati caratteri di patogenicità, nonché 
marcatori genetici di adattamento ai mammiferi (Consortium et al., 2024; EFSA, 
2023; EFSA et al., 2023b; EFSA et al., 2023c; Lee et al., 2017).
In Europa e in Italia, dal 2020 i focolai di WND e USUTU negli uccelli selvatici e 
nell’uomo sono aumentati. In modo particolare durante il 2023, 709 casi di WNV 
nell’uomo sono stati segnalati in nove paesi dell’Unione europea, 366 dei quali in 
Italia. Tale numero, inferiore rispetto alla casistica registrata nel 2022 e nel 2018, 
risulta però distribuito su una più ampia estensione territoriale, indice dell’intro-
duzione e dell’endemizzazione del virus in nuovi areali (ECDC, 2019; EFSA et 
al., 2023a). Considerando questo aspetto, nonché l’aumento nell’incidenza e nel-
la gravità dei sintomi, WND e USUTU devono essere considerate serie minacce 
emergenti per la salute umana (Nikolay, 2015).
Al fine di prevenire l’insorgenza di focolai di Influenza Aviaria, West Nile Dise-
ase e USUTU negli animali di interesse zootecnico, negli animali d’affezione e 
nell’uomo, è necessario un sistema di sorveglianza ben strutturato, costituito da 
misure attive e passive indirizzate anche, e soprattutto, all’avifauna. Il monitorag-
gio degli uccelli selvatici risulta essere, infatti, di primaria importanza: il controllo 
dello stato sanitario dell’avifauna fornisce un sistema di allerta precoce di mi-
nacce, potenziali o reali, esistenti nelle popolazioni reservoir (Giglia et al., 2022; 
Hoye et al., 2010; Mancuso et al., 2022; Rose et al., 2006).
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Nonostante il monitoraggio passivo, adottato nella presente indagine, presenti limiti e 
criticità intrinseci, quali la lunghezza dell’iter procedurale e la possibile eterogeneità 
del campione a causa della differente numerosità e distribuzione delle specie aviarie 
sul territorio (Poulson et al., 2020; Rose et al., 2006), le informazioni ricavabili tramite 
l’applicazione dello stesso sono di utilità indubbia, come dimostrato anche dai risul-
tati ottenuti nel presente studio. L’integrazione di tali misure con quelle previste dal-
la sorveglianza attiva, basata sull’effettuazione di analisi sierologica su animali vivi, 
potrebbe riuscire a completare efficacemente il quadro epidemiologico dell’influenza 
aviaria, di West Nile disease e di USUTU nel territorio considerato, con conseguente 
tutela della salute pubblica, umana e animale (Hoye et al., 2010; Mancuso et al., 2022) 
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Summary
Direct or indirect interactions between poultry and wildlife can lead to interspecies disease tran-
smission, with implications for animal and public health. Avian influenza (AI) is a viral epidemic 
disease for which the poultry-wild bird interface shapes the risks of new viral introductions into 
poultry holdings. Given this background, this study aimed to identify wild bird and mammal 
species occurring near poultry houses and characterize their spatiotemporal visit patterns. Eight 
camera traps were deployed for a year (January to December 2021) in three commercial chicken 
layer farms, including free-range and barn-type setups, in a densely populated poultry area of 
Northern Italy at high risk for AI introduction via wild birds. Various methods, including time 
series analysis and generalized linear models, were used to analyze the daily wildlife visits and 
to identify influential variables. A total of 1,958 camera trap days yielded 5,978 videos of wild 
birds of 27 species and 16 families, predominantly engaged in foraging activities. Eurasian ma-
gpies, ring-necked pheasants, and Eurasian collared doves were the most frequent visitors. Wild 
bird visits increased during spring and winter, influenced by the farm and camera trap location. 
Additionally, 567 videos of wild mammals and 1,866 videos of domestic pets (cats and dogs) 
were obtained. Coypus and cats were most frequently observed, with wild mammal visits signi-
ficantly increasing at night and slightly decreasing in spring. These results highlight the species 
that could be prioritized for epidemiological surveys and underline the importance of diligent ap-
plication and implementation of biosecurity measures. These data lay groundwork for designing 
novel surveillance and intervention strategies to prevent cross-species disease transmission and 
might assist health authorities in raising awareness about potential pathogen spillover risks.

INTRODUZIONE
Contatti diretti o indiretti tra animali domestici allevati e fauna selvatica possono determinare la 
trasmissione interspecifica di agenti infettive, con conseguenti implicazioni di sanità animale e 
pubblica (Craft, 2015; Daszak, 2000). Per gli uccelli domestici, i volatili ed i mammiferi selvatici 
possono svolgere un ruolo di vettore o serbatoio epidemiologico di diversi patogeni sia virali che 
batterici (Ayala et al., 2020; Graziosi et al., 2022a; Graziosi et al., 2022b; Tucciarone et al., 2022). 
Tra questi, il virus dell’influenza aviaria (avian influenza virus, AIV) presenta come reservoir gli 
uccelli acquatici selvatici degli ordini Anseriformes (anatre, oche e cigni) e Charadriiformes 
(limicoli, gabbiani e sterne). A partire dal 2020, la persistente circolazione di virus influenzali ad 
alta patogenicità (highly pathogenic avian influenza virus, HPAI) in volatili selvatici migratori ha 
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determinato una diffusione globale di virus H5Nx del clade 2.3.4.4b con frequenti introduzioni 
virali in allevamenti avicoli (Caliendo et al., 2022; European Food Safety Authority et al., 2023). 
Per i mammiferi selvatici, ceppi patogeni di Pasteurella multocida o agenti di zoonosi quali Sal-
monella spp. e Leptospira spp. sono stati isolati da individui campionati in allevamenti avicoli 
(Domanska-Blicharz et al., 2023; Snipes et al., 1988). Alla luce di queste premesse, il presente 
studio ha avuto l’obiettivo di caratterizzare l’interfaccia tra uccelli domestici e fauna selvatica 
in tre allevamenti di galline ovaiole situati in un’area dell’Emilia-Romagna ad alta densità di 
allevamenti avicoli. Lo studio, svolto mediante l’utilizzo di video-trappole collocate in diversi 
siti di ciascun allevamento, ha avuto come obiettivo l’identificazione delle specie di uccelli e 
mammiferi selvatici presenti nei dintorni dei capannoni, la descrizione dei loro comportamenti e 
la caratterizzazione spazio-temporale delle visite.

MATERIALI E METODI
Piano sperimentale
Lo studio è stato condotto in tre allevamenti di galline ovaiole della provincia di Bologna, iden-
tificati come Allevamento 1, Allevamento 2 ed Allevamento 3. Questi sono stati selezionati 
randomicamente fra 20 allevamenti avicoli di competenza della Unità Operativa Complessa di 
Igiene Veterinaria dell’A.U.S.L. di Imola, dove era stata segnalata la presenza di fauna selvatica 
nelle vicinanze. Lo studio è stato svolto dopo aver ottenuto l’autorizzazione a procedere da parte 
dell’Azienda. I tre allevamenti arruolati erano localizzati in “Zona B”, ad alto rischio di intro-
duzione e di maggiore diffusione di AI, secondo l’Accordo Stato-Regioni rep. Atti n. 125 del 25 
luglio 2019 (https://www.trovanorme.salute.gov.it/norme/renderNormsanPdf?anno=2019&co-
dLeg=71728&parte=1&serie=). L’Allevamento 1 era sito in vicinanza di un laghetto di pesca 
sportiva e, come l’Allevamento 3, prevedeva una conduzione degli animali al chiuso in voliera. 
L’Allevamento 2 risultava invece di tipo biologico, con accesso all’esterno consentito alle galli-
ne in base alla situazione epidemiologica della IA. Sei video-trappole (Dark-Ops Pro XD Dual 
Lens, Browning Trail Cameras, UT), due per allevamento, sono state collocate nella zona di 
raccolta della pollina e vicino ai silos del mangime. Inoltre, una ulteriore video-trappola è stata 
installata all’interno di uno dei parchetti esterni dell’Allevamento 2, ed un’altra in prossimità del 
lato di un capannone dell’Allevamento 1 rivolto verso il laghetto di pesca sportiva sopra-citato. 
Le video-trappole sono state attive 24/24 ore da gennaio e dicembre 2021, e permettevano l’ac-
quisizione di filmati della durata di 30 secondi.

Analisi dei dati
I filmati ottenuti sono stati visionati mediante l’utilizzo del software Timelapse Image Analyzer 
(Greenberg & Godin, 2012) per l’acquisizione di dati di interesse, i quali sono stati analizzati me-
diante l’utilizzo di GraphPad Prism ed il software R. Per ciascun video, le seguenti informazioni 
sono state registrate: data ed ora (hh:mm) della visita, tipo di visitatore (uomo, volatile selvatico, 
mammifero selvatico, gatto o cane), specie, e comportamento osservato. I filmati riguardanti 
esseri umani sono stati esclusi da ulteriori analisi e rimossi, in conformità con le normative sulla 
privacy vigenti. Una volta ottenuto il dataset completo, per ciascuna specie selvatica osservata è 
stato calcolato il numero di visite medie nel corso dell’anno di indagine e la percentuale di cia-
scun comportamento mostrato sul totale dei comportamenti. Al fine di valutare l’andamento del 
numero di visite di fauna selvatica nel corso delle diverse stagioni, è stata eseguita un’analisi del-
le serie temporali, mediante l’utilizzo della media mobile delle osservazioni su tre mesi. Infine, 
due modelli generalizzati lineari, uno per i dati riguardanti i volatili selvatici ed un altro per quelli 
dei mammiferi, sono stati utilizzati per testare la dipendenza della variabile risposta (numero di 
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visite giornaliere) con diverse variabili esplicative, quali stagione dell’anno (estate ed autunno, 
inverno e primavera), posizione della video-trappola, orario della visita, ed allevamento studiato. 

RISULTATI
Nel corso del periodo di studio, 33.519 filmati sono stati acquisiti nei tre allevamenti arruola-
ti. Un totale di 5.978 (17.8% del totale) filmati hanno riguardato volatili selvatici, 567 (1.7%) 
mammiferi selvatici, e 1.866 (5.5%) cani e gatti. Per quanto riguarda gli uccelli selvatici, sono 
state identificate 27 specie, appartenenti a 16 diverse famiglie tassonomiche: Anatidae, Ardei-
dae, Columbidae, Corvidae, Falconidae, Fringillidae, Motacillidae, Muscicapidae, Passeridae, 
Phasianidae, Rallidae, Strigidae, Sturnidae, Threskiornithidae, Turdidae, e Upupidae. I filmati 
hanno mostrato in prevalenza visite di individui di gazza euroasiatica (Pica pica), di tortore dal 
collare orientale (Streptopelia decaocto) e di fagiani (Phasianus colchicus). Volatili acquatici 
selvatici, quali il germano reale (Anas platyrhychos), l’airone cenerino (Ardea cinerea) e l’ibis 
sacro (Threskiornis aethiopicus)  sono stati osservati solamente nell’Allevamento 1, con rare 
visite durante il periodo primaverile. Il comportamento più frequentemente osservato è risultato 
essere la ricerca e l’assunzione di cibo. Per quanto riguarda i mammiferi è stato possibile osser-
vare esclusivamente la presenza di nutrie (Myocastor coypus), ricci (Erinaceus europaeus), ratti 
o topi (Rattus spp., Apodemus spp., Mus spp.), lepri (Lepus europaeus), volpi (Vulpes vulpes) e 
faine (Martes foina). A differenza dei volatili selvatici, la maggior parte dei mammiferi è stata 
osservata nell’atto di attraversare il campo visivo della video-trappola. L’analisi delle serie tem-
porali (Figura 1) ha mostrato, per gli uccelli selvatici, un aumento del numero medio di visite 
giornaliere nel corso del tardo autunno-inizio inverno e durante la primavera. Per i mammiferi, 
il picco di visite era osservato durante i mesi invernali. La localizzazione della video-trappola in 
allevamento e la stagione monitorata sono risultate variabili significativamente influenti rispetto 
al numero di visite giornaliere di fauna selvatica.

Figura 1. Media mobile su tre mesi delle visite giornaliere di uccelli (grafico a linee superio-
re, in arancione) e mammiferi (grafico a linee inferiore, in rosa) nei tre allevamenti di galline 
ovaiole studiati.
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
Il presente lavoro ha avuto come obiettivo la caratterizzazione dell’interfaccia uccelli dome-
stici allevati/fauna selvatica in allevamenti di galline ovaiole siti in un’area ad elevato rischio 
di introduzione di IA. Mediante l’osservazione di filmati ottenuti da video-trappole collocate 
nell’area di allevamento, è stata descritta la varietà di volatili e mammiferi selvatici frequentanti 
i siti studiati, descrivendone i comportamenti e quantificando le visite giornaliere. I volatili 
selvatici più frequentemente osservati sono stati uccelli sinantropi (gazze e tortore dal collare) 
e fagiani. Trattasi di specie ad attitudine stanziale, sensibili alle infezioni da virus influenzali 
aviari e quindi potenzialmente coinvolte nella trasmissione virale tra allevamenti e tra volatili 
selvatici (Shriner & Root, 2020). Tra queste, la gazza è infatti inclusa nella lista di specie target 
per la sorveglianza passiva dell’IA negli uccelli selvatici (European Food Safety Authority et 
al., 2017). Le abitudini alimentari di tali specie, che includono una dieta ricca in fonti proteiche 
e granaglie, le rendono inclini alla ricerca di alimento negli allevamenti avicoli dove sono pre-
senti residui di mangime, pollina, e, in particolare nel caso degli allevamenti di galline ovaiole, 
uova cadute dal sistema di trasporto automatico delle stesse dai capannoni al centro di imbal-
laggio. Durante lo studio sono stati osservati anche volatili acquatici selvatici, quali il germano 
reale (A. platyrhynchos) e l’airone cenerino (A. cinerea). Queste specie sono state osservate 
esclusivamente nell’Allevamento 1, confinante con un lago di pesca sportiva. La maggior parte 
delle osservazioni di mammiferi hanno riguardato nutrie (M. coypus), ricci (E. europaeus) e rat-
ti. Dal punto di vista comportamentale, a differenza degli uccelli, i mammiferi hanno mostrato 
una scarsa attività̀ di foraggiamento presso le aree dei silos o di raccolta di pollina. La presenza 
di questi individui entro i confini dell’allevamento può essere ricondotta all’ambiente del sito 
di allevamento. In particolare, la presenza delle nutrie si ritiene essere legata alla presenza di 
prati utili per il foraggiamento, di canali di irrigazione o di zone rifugio rappresentate dai canali 
di scolo. Dal punto di vista della sensibilità all’infezione da virus influenzali di questi mammi-
feri, se per la nutria non ci sono ancora evidenze che lo dimostrino, in ratti è stata evidenziata 
sieroconversione a seguito ad infezione con virus influenzali di tipo A (Root & Shriner, 2020). 
Anche il trasporto meccanico del virus da parte di diversi mammiferi può rappresentare un 
fattore di rischio di introduzione di IA in allevamento (Velkers et al., 2017). 
I dati ottenuti con questo lavoro hanno consentito una migliore comprensione dei possibili 
scenari alla base di eventi di spillover dalla fauna selvatica agli uccelli domestici, e potranno 
permettere di formulare specifiche ipotesi di prevenzione e controllo. 
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Summary
The relevance of Avian Metapneumovirus (aMPV) in the poultry sector is growing, particu-
larly in the broiler industry where vaccination is not adopted. Under these premises, a sero-
logical study was conducted in the densely populated area of Northern Italy to evaluate the 
circulation of aMPV. Blood samples were collected towards the end of the production cycle 
in broiler farms, that were sampled again in the following season to assess any seasonality. 
Seven farms were selected and all tested positive, with seroprevalence ranging from 26.6% 
to 100% and higher antibody titers with increasing age of the animals, without seasonality. 
These results suggest that aMPV circulation might be widespread and persist in the farm, 
regardless of the season, with factors related to the individual farm shaping the prevalence. 
Moreover, this study highlights the utility of serological monitoring in a productive branch 
where vaccination is not yet applied.

INTRODUZIONE
Il Metapneumovirus aviare (aMPV) è un patogeno respiratorio che colpisce primariamen-
te tacchino e pollo, appartenente al genere Metapneumovirus, recentemente rinominato 
Metapneumovirus avis. L’infezione provoca principalmente sintomi respiratori e prende il 
nome di turkey rhinotracheitis (TRT) nel tacchino, mentre quando aMPV è in coinfezione 
con altri patogeni può causare nel pollo la forma nota come swollen head syndrome (SHS) 
(Suarez et al., 2020). aMPV può inoltre indurre disordini riproduttivi e favorire infezioni 
secondarie, giustificando l’utilità della vaccinazione che viene generalmente adottata nei 
tacchini, anche da carne, ai quali possono essere somministrati vaccini vivi attenuati via 
spray, acqua da bere o goccia oculare (Kaboudi e Lachheb, 2021) e in animali a lunga vita 
come breeders e ovaiole (Cook et al., 2000), con l’adozione di vaccini spenti dopo una pri-
ma somministrazione di vaccini vivi (Jones, 2010). 
La vaccinazione è uno strumento utile per contenere segni clinici e perdite legate all’infe-
zione da aMPV, per quanto non possa prevenirla (Mernizi et al., 2023). Talvolta può però 
presentare alcuni svantaggi, legati a reazioni vaccinali, circolazione e più raramente rever-
sione a virulenza del vaccino (Catelli et al., 2006). Infatti, come per altri patogeni (Legnardi 
et al., 2020), procedure di vaccinazione svolte in modo subottimale e coverage parziale 
degli animali pregiudicano il livello di protezione e causano un passaggio virale all’interno 
del gruppo di animali; di conseguenza, reazioni avverse e episodi di sintomatologia clinica 
possono seguire la vaccinazione, con la persistenza del vaccino in campo (Catelli et al., 
2006; Naylor et al., 1997; Lupini et al., 2022). 
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Negli anni, sono stati identificati diversi sottotipi (A-D) di aMPV sulla base di variazioni 
genetiche e antigeniche (Bayon-Auboyer et al., 2000; Toquin et al., 2006; Juhasz e Easton, 
1994). Recentemente, sono stati identificati due nuovi sottotipi, in gabbiani e parrocchetti 
(Canuti et al., 2019; Retallack et al., 2019). L’interesse verso aMPV sta crescendo, data la 
recente comparsa dei sottotipi A e B con gravi conseguenze per il settore produttivo negli 
Stati Uniti (Luqman et al., 2024), dove precedentemente circolava solo il sottotipo C nella 
popolazione domestica e selvatica. 
Il pollo da carne risulta particolarmente esposto ad aMPV, soprattutto in regioni come il 
Nord Italia, dove la densità di allevamenti di diverse specie e tipologie produttive è mol-
to elevata (Tucciarone et al., 2018). Inoltre, il broiler non viene comunemente vaccinato 
contro aMPV (Tucciarone et al., 2018), al contrario di ovaiole e riproduttori (Cook et al., 
2000), e la presenza di aMPV può contribuire marcatamente al complesso delle malattie 
respiratorie, compromettendo produttività e salute animale (Saif, 2017). Partendo dalla 
condizione naïve della popolazione di broiler del Nord Italia, è stato condotto uno studio 
sierologico per la ricerca di anticorpi contro aMPV, valutandone la circolazione e la persi-
stenza in stagioni successive.

MATERIALI E METODI
Durante l’estate/autunno 2022 sono state selezionate sette aziende di broiler nel Nord Ita-
lia, campionando gli animali al raggiungimento minimo di 40 giorni di età. Ogni azienda è 
stata campionata successivamente in inverno/primavera 2023. Sono stati raccolti 15 cam-
pioni di sangue per gruppo, stimando una sieroprevalenza del 35% con una popolazione 
di 10.000 individui per gruppo, assumendo specificità e sensibilità del test del 95% per 
determinare la presenza o assenza della circolazione virale (https://epitools.ausvet.com.
au/freecalctwo).
I campioni sono stati centrifugati, sierati, conservati a -20° C e trasferiti al Laboratorio 
di Malattie infettive del Dipartimento di Medicina Animale, Produzioni e Salute (MAPS) 
dell’Università di Padova (Legnaro). I campioni sono stati analizzati in due momenti se-
parati (estate/autunno e inverno/primavera) con il kit ELISA Avian Rhinotracheitis Anti-
body test kit (BioChek BV, Paesi Bassi). I titoli anticorpali sono stati calcolati secondo le 
indicazioni del manuale e considerati positivi con valori maggiori o uguali a 1.656. È stato 
predisposto un database su Microsoft Excel® che raccogliesse i risultati, l’identificativo 
aziendale, il capannone, l’età degli animali, la data e la presenza di segni clinici respiratori 
durante il ciclo produttivo. La presenza di un effetto legato all’azienda o alla stagione sui 
titoli anticorpali è stata valutata con il test non parametrico di Scheirer-Ray-Hare in R (R 
Core Team, 2018), considerando come livello di significatività  p<0.05. Il test post-hoc di 
Dunn con correzione di Bonferroni è stato usato per valutare la significatività delle diffe-
renze.

RISULTATI
Le sette aziende di broiler selezionate sono state campionate tra agosto e ottobre 2022 e 
nuovamente tra febbraio e maggio 2023, per un totale di 210 sieri raccolti. L’età media 
degli animali era di 46.4 giorni (min=41, max=61, mediana=45.5): al campionamento in 
estate/autunno la media era di 44 giorni (min=41, max=49, mediana=43), mentre al secon-
do campionamento, la media era di 48.9 giorni (min=44; max=61; mediana=47). Tutte le 
aziende erano positive in entrambi i campionamenti, tranne l’azienda D, negativa al primo 
(Tab. 1, Fig. 1). 
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Figura 1. Distribuzione dei titoli anticorpali nei due punti di campionamento per azienda. 
I campioni con titolo inferiore al cut-off del kit (1656; linea nera tratteggiata) sono consi-
derati negativi.

In due aziende (A, B), la prevalenza estiva/autunnale era superiore a quella invernale/prima-
verile, contrariamente a tre aziende (C, D, E) in cui un numero maggiore di animali è risul-
tato positivo al secondo campionamento. Due aziende (F, G) hanno mostrato una prevalenza 
del 100% in entrambi i punti di campionamento. I titoli anticorpali sono riportati in Tabella 
1. La percentuale di animali sieropositivi si è attestata tra 26.6% e 100%; il coefficiente di 
variazione (CV%) è stato calcolato sui risultati positivi (0.11-0.85) e sui risultati cumulativi 
(0.32-0.99) e riportato in Tabella 1. In quattro aziende (B, C, F, G) sono stati riportati segni 
clinici respiratori in entrambi i cicli analizzati, mentre non sono mai stati segnalati segni 
clinici nelle aziende A ed E, nonostante una sieroprevalenza tra 33-100%, e durante il pri-
mo ciclo nell’azienda D, in cui gli animali erano sieronegativi (Tab. 1). I titoli anticorpali 
hanno mostrato una tendenza leggermente positiva con l’aumentare dell’età (Fig. 2). Dal 
punto di vista statistico, non è stato dimostrato un effetto statisticamente significativo della 
stagionalità sui titoli anticorpali (p=0.108), mentre è stato dimostrato un effetto determinato 
dall’azienda stessa (p<0.001) e dall’interazione di azienda e stagionalità (p<0.001). Secon-
do i test post-hoc, i titoli misurati nei due momenti (estate/autunno e inverno/primavera) 
avevano differenze significative nelle aziende A, B, D, ed E (p<0.002), ma non nelle aziende 
C (p=0.07), F (p=0.37) e G (p=0.09).
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Azienda Data Età
Segni 
Clinici

Positi-
vità

gmt
Titolo 
Medio

Titolo 
Mediano

Min-Max CVa CVb

A
Settembre 2022 49 ASSENTI 100.0% 21209.3 22410.8 22409.2 9895.8-35004.1 0.32 0.31

Febbraio 2023 51 ASSENTI 33.3% 1192.6 1764.0 957.0 309.0-6538-0 0.99 0.44

B
Ottobre 2022 43 PRESENTI 100.0% 13883.7 15568.9 15626.0 2394.4-26784.3 0.39 0.39

Maggio 2023 44 PRESENTI 26.7% 1135.9 1227.4 1129.1 534.0-2240.0 0.39 0.11

C
Agosto 2022 46 PRESENTI 86.7% 3866.1 5745.4 3904.5 639.4-18989.0 0.96 0.85

Marzo 2023 47 PRESENTI 100.0% 7115.3 8422.9 7417.8 2894.7-16860.7 0.55 0.55

D
Settembre 2022 41 ASSENTI 0.0% 715.6 761.8 655.7 443.5-1325.1 0.37 -

Marzo 2023 46 PRESENTI 100.0% 7946.9 8902.6 7219.4 2722.8-17449.3 0.46 0.46

E
Ottobre 2022 42 ASSENTI 61.5% 1995.6 2332.2 1945.4 598.6-6549.2 0.63 0.52

Marzo 2023 44 ASSENTI 93.3% 4898.8 5799.5 4693.4 1525.9-13402.3 0.57 0.53

F
Settembre 2022 45 PRESENTI 100.0% 16704.6 18134.1 19078.8 8287.8-27967.9 0.37 0.37

Febbraio 2023 49 PRESENTI 100.0% 15037.3 15655.9 13633.7 10082.7-22177.4 0.29 0.29

G
Settembre 2022 42 PRESENTI 100.0% 7024.1 8347.0 7928.6 1684.2-18580.9 0.53 0.53

Febbraio 2023 61 PRESENTI 100.0% 10321.3 11759.2 11484.6 3893.2-27136.9 0.50 0.50

Tabella 1. Riassunto dei titoli anticorpali e dei dati relativi al campionamento e alla sintomato-
logia. L’età è indicata in giorni; GMT geometric mean titre; CV coefficiente di variazione; CVa 
calcolato su tutti i campioni; CVb calcolato sui campioni positivi.

Figura 2. Distribuzione dei titoli anticorpali in funzione dell’età, ogni azienda è identificata da 
un colore e i due punti di campionamento sono rappresentati con forme diverse (cerchio estate/
autunno; triangolo inverno/primavera).
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DISCUSSIONE
I problemi respiratori nell’allevamento intensivo sono molto comuni e possono essere causati 
da vari patogeni, come il virus della bronchite infettiva (IBV), dell’influenza aviare (AIV), della 
malattia di Newcastle (NDV), della laringotracheite infettiva (ILTV), Mycoplasma gallisepti-
cum, Riemerella anatipestifer, Chlamydophila psittaci, e Escherichia coli. Il ruolo di aMPV nel 
complesso respiratorio sembra crescere, anche in Italia, dove solo tacchini e animali a lunga 
vita sono comunemente vaccinati contro aMPV, al contrario dei broiler, e gli allevamenti sono 
situati in stretta prossimità (Franzo et al., 2020).
In questo studio, tutti i gruppi sono risultati positivi in entrambi i punti di campionamento, 
tranne in un’azienda, in cui gli animali erano sieronegativi e non hanno mostrato segni clinici 
al primo campionamento, e positivi al secondo campionamento (azienda D). I segni clinici 
sono stati riportati in 5 aziende su 7 (71.4%) e in 9 gruppi su 14 (64.3%), nonostante elevate 
sieroprevalenze anche in gruppi asintomatici. Questo conferma l’ampia circolazione di aMPV 
in Nord Italia e le differenze tra i gruppi possono essere spiegate dalla natura multifattoriale 
della malattia, che può essere modulata da altri fattori come management, stress, coinfezioni.
I titoli anticorpali hanno mostrato una tendenza ad aumentare con l’età degli animali, suggeren-
do l’opportunità di effettuare i campionamenti alla fine del ciclo per massimizzare la rappresen-
tatività diagnostica (Fig. 1-2): solo in due aziende (A, B), ad un’età di campionamento maggio-
re è stata individuata una percentuale inferiore di animali positivi, forse a causa di un ingresso 
tardivo del virus, contrariamente a quanto generalmente riportato (30-35 giorni) (Tucciarone 
et al., 2018) e suggerito dall’elevata sieroprevalenza in animali di oltre i 44 giorni di età negli 
altri casi. Analogamente, la sieronegatività degli animali nell’azienda D potrebbe essere legata 
alla precocità del campionamento a 41 giorni. Infatti, l’utilizzo della sierologia come strumento 
diagnostico deve tenere conto delle tempistiche legate alla sieroconversione e al ciclo produtti-
vo molto breve del pollo da carne (Htut Aung et al., 2008; Rautenschlein et al., 2011; Liman et 
al., 2007; Mernizi et al., 2023; Park et al., 2011).
Alcuni studi hanno evidenziato una certa stagionalità, con maggiore prevalenza in inverno (Ali et 
al., 2019) e nella stagione secca (Bakre et al., 2020), contrariamente a questo studio, in cui è stata 
evidenziata una variabilità più marcata in relazione all’azienda. 
aMPV è stato generalmente considerato un problema meno rilevante rispetto ad altri patogeni, 
nonostante il suo ruolo di patogeno primario e di apriporta ad infezioni secondarie sia acclarato 
(Umar et al., 2016). In questo contesto epidemiologico e in una regione caratterizzata da una mar-
cata densità di aziende, è necessario valutare la presenza e l’impatto sulla produzione di aMPV, 
valutando l’opportunità dell’introduzione di scelte manageriali volte al controllo della malattia.
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Summary
Avian reoviruses (ARVs), belonging to the Orthoreovirus genus within the Reoviri-
dae family, are non-enveloped viruses that replicate in the cytoplasm of infected cel-
ls. Structurally, the virus is a double-stranded RNA virus composed of ten segments. 
They are important avian pathogens that can cause considerable economic losses in 
the poultry industry. Initially identified as causative agents of tenosynovitis in young 
chickens, avian reoviruses have since been found to be widespread among poultry 
flocks. However, most of these infections in poultry remain asymptomatic. Avian re-
oviruses have been associated with a variety of diseases in poultry, including enteric 
and respiratory diseases, myocarditis, hepatitis, and the so-called stunting/malab-
sorption syndrome. Despite these associations, a direct link between the presence of 
the virus and disease manifestation has only been conclusively established for the 
viral arthritis/tenosynovitis syndrome. This syndrome is characterized by swelling 
of the hock joints and lesions in the gastrocnemius tendons. Young birds are most 
susceptible to reovirus infection and subsequent disease but the outcome of the di-
sease in the host following infection also depends on the immune status, the patho-
genicity of the virus and the route of exposure, as these viruses are transmitted both 
horizontally and vertically. Economic losses associated with reovirus infection in 
young broilers result from increased mortality, viral arthritis/tenosynovitis and lack 
of uniformity due to uneven growth rates and reduced weight gain. Breeder birds can 
become infected and may or may not show clinical signs of disease but can vertically 
transmit the virus to their progeny. There is increasing evidence that current vaccines 
may not provide sufficient protection under certain epidemiological conditions, as 
observed in different countries. To control the disease, poultry companies in other 
countries have opted to use custom inactivated vaccines (autogenous vaccines), with 
isolates from their flocks to compensate for the lack of protection provided by com-
mercial vaccines. Due to an apparent increase in the number of suspected ARV in-
fections in poultry flocks in the north-eastern part of Italy, a diagnostic workflow 
allowing detection and characterization by molecular methods was implemented in 
2023-2024 to investigate the genetic characteristics of strains isolated from arthritis/
tenosynovitis cases. The same approach was used to study the genetic diversity of 
strains isolated in the Special Virology Laboratory of IZSVe since 2019. Sequencing 
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results showed a large variation among circulating strains, even considering the limi-
ted geographical area investigated. The genotype of ARV isolated from cases where 
vaccination history was available, differed from the genotype of vaccine strains cur-
rently available in Italy. The results of this study highlight the importance of mole-
cular investigations in suspected ARV infections for a more complete understanding 
of the characteristics of circulating strains and for the development of appropriate 
control strategies.

INTRODUZIONE
I reovirus aviari (ARVs), appartenenti al genere Orthoreovirus della famiglia dei 
Reoviridae, sono virus privi di envelope che replicano nel citoplasma delle cellu-
le infette. Strutturalmente, si tratta di virus a RNA a doppio filamento composto 
da dieci segmenti. Furono identificati inizialmente come agenti causali di forme di 
tenosinovite in broiler verso la fine degli anni ’50 negli Stati Uniti (Olson, 1978). 
In seguito, si scoprirono essere agenti virali estremamente diffusi nel settore avi-
colo con la maggior parte delle infezioni che rimangono in forma asintomatica. Si 
stima che circa l’85-90% dei ceppi di ARV sia apatogeno, tuttavia, sono stati asso-
ciati a diversi quadri morbosi nel pollame, tra cui malattie enteriche e respiratorie, 
miocarditi, epatiti e la cosiddetta stunting/malabsorption syndrome (Van der Heide, 
2000). E’ stato possibile stabilire una connessione diretta tra la presenza di ARV e 
forma clinica per quanto riguarda la sindrome dell’artrite virale, meglio nota anche 
come tenosinovite. Questa sindrome è caratterizzata da gonfiore delle articolazioni 
del garretto e lesioni nei tendini del gastrocnemio. In genere gli animali giovani 
sono più suscettibili all’infezione e alla malattia conseguente; tuttavia, l’esito della 
malattia dipende anche dallo stato immunitario, dalla patogenicità del virus e dalla 
via di esposizione, poiché questi virus vengono trasmessi sia orizzontalmente che 
verticalmente. Le perdite economiche associate all’infezione da reovirus nei broiler 
sono dovute all’aumento della mortalità, alla forma clinica di artrite e alla mancanza 
di uniformità dei gruppi causata da tassi di crescita irregolari e alla riduzione dell’in-
cremento ponderale. Per la diffusione della malattia assume particolare rilevanza la 
possibile trasmissione verticale da parte di riproduttori infetti asintomatici. Le stra-
tegie di controllo della malattia vertono principalmente sull’uso di vaccini vivi atte-
nuati o spenti basati sui ceppi S1133, 1733 e 2408, che si sono dimostrati efficaci per 
diversi anni. Vi sono tuttavia crescenti evidenze che i vaccini attuali potrebbero non 
fornire una protezione sufficiente in determinate condizioni epidemiologiche e di 
allevamento. In queste condizioni, per controllare la malattia, molte aziende avicole 
fanno ricorso a vaccini autogeni per compensare la mancanza di protezione offerta 
dai vaccini commerciali (De Carli et al., 2020). In Italia, la presenza di ARV negli 
allevamenti è ben nota e le forme cliniche vengono in gran parte mantenute sotto 
controllo tramite l’uso della vaccinazione anche se attualmente non sono disponibili 
informazioni precise e dati sistematici sulle caratteristiche dei ceppi circolanti o sulla 
frequenza delle forme cliniche causate da ARV. A seguito di un apparente aumento 
di casi di tenosinoviti in allevamenti di broiler da carne, il laboratorio di virologia 
dell’IZSVe ha messo a punto delle metodiche molecolari per l’identificazione rapida 
e la caratterizzazione di ARV da casi clinici sospetti al fine di comprendere meglio se 
fossero attribuibili a specifici genotipi e valutare la distanza genetica tra questi virus 
e i ceppi presenti nei vaccini commerciali disponibili. 
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MATERIALI E METODI
Raccolta dati clinici e diagnostici 
Dati relativi alla presentazione clinica, lesioni anatomopatologiche e risultati delle 
indagini diagnostiche per i casi analizzati sono stati raccolti dalle Sezioni territo-
riali di Verona e Treviso dell’IZSVe. 

Isolamento virale 
I campioni clinici (Tabella 1) sono stati omogenati utilizzando mortaio e pestello 
sterili in PBS addizionati di antibiotici (penicillina e streptomicina, 10% v/v). Il 
surnatante dell’omogenato è stato chiarificato mediante centrifugazione e utilizza-
to per infettare cellule primarie di pollo SPF (chicken embryo liver, CEL). Le col-
ture cellulari sono state incubate a 37 °C (con 5% di CO2) per 5 giorni e monitorate 
quotidianamente per la presenza di effetti citopatici. In caso di presenza di effetto 
citopatico riferibile ad infezione con ARV, il surnatante della coltura cellulare è 
stato raccolto e la presenza di ARV è stata confermata tramite TEM e RT-PCR.

Analisi molecolari
L’estrazione automatizzata degli acidi nucleici dai surnatanti cellulari è stata ef-
fettuata con lo strumento QIAsymphony SP utilizzando il kit QIAsymphony® DSP 
Virus/Pathogen Midi Kit Nucleic acid extraction seguendo le istruzioni del pro-
duttore.  
Per la RT-PCR è stato ottimizzato il protocollo messo a punto da Kant et al. (2003) 
utilizzando i primer (P2 (Fw) 5’-AGTATTTGTGAGTACGATTG-3’ e P4 (Rev) 
5’-GGCGCCACACCTTAGGT-3’) per l’amplificazione di una porzione di 912 
paia di basi del gene sigma C gene situato sul segmento S1. Per la reazione di am-
plificazione è stato utilizzato il kit one-step RT-PCR kit della QIAGEN. Gli stessi 
oligonucleotide sono stati utilizzati per il sequenziamento utilizzando il kit Big-
Dye cycle sequencing kit v3.1 (Applied Biosystems) e un sequenziatore automati-
co ABI 3100. La denominazione dei Cluster di appartenenza è stata uniformata a 
quella descritta da Kovács et al., 2023 (2023).

RISULTATI
Caratteristiche genetiche di ceppi di ARV isolati
In Tabella 1 sono riassunti i dati relativi ai campioni risultati positivi all’isolamen-
to virale e il cluster genetico di appartenenza. In breve, è stato possibile ottenere 
una sequenza parziale del gene sigma C per 14 ceppi di ARV isolati da gruppi di 
broiler da ingrasso. Le analisi effettuate hanno permesso di rilevare una grande 
variabilità tra i ceppi di ARV circolanti nel territorio del Nord-Est Italia, con la 
presenza, in un arco temporale ristretto (2019-2024), di isolati appartenenti a tutti i 
cluster genetici descritti (I-V). Ceppi appartenenti ai cluster II e IV appaiono esse-
re più frequentemente coinvolti in forme cliniche di artrite/tenosinovite e maggior-
mente presenti nel territorio analizzato. La grande variabilità si dimostra anche tra 
isolati appartenenti allo stesso cluster, con rare eccezioni per le quali data l’elevata 
similarità genetica, è stato possibile stabilire un link epidemiologico tra i focolai.   
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Id Campione Anno Età 
(gg) Indirizzo produttivo Tessuto Diagnosi Cluster 

19VIR45 2019 7 Broiler - ingrasso Intestino Enterite II

20VIR3223 2020 25 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite I

20VIR3325 2020 31 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite IV

21VIR9641 2021 15 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite IV

22VIR2983 2022 14 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite II

22VIR8092 2022 7 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite IV

22VIR7493 2022 20 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite IV

23VIR4119 2023 25 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite, 
enterite, polmonite II

23VIR4207 2023 19 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite, 
enterite, nefrosi II

23VIR4597 2023 18 Broiler - ingrasso Intestino Enterite V

23VIR5961 2023 55 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite IV

23VIR6995 2023 17 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite I

24VIR727 2024 10 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite II

24VIR810 2024 21 Broiler - ingrasso Tendini Artrite/tenosinovite III

Tabella 1. Riassunto dei dati clinici, diagnostici e genetici relativi ai ceppi di ARV 
isolati. 

Case series 1 
Riscontrata una serie di casi di artrite/tenosinovite in allevamenti di broiler com-
plicati da un quadro di enterite con ritardo di crescita, tutti provenienti dallo stesso 
gruppo di riproduttori. In 3 allevamenti è stato possibile isolare ARV dai campio-
ni di tendine raccolti in sede necroscopica, isolamento confermato tramite ME e 
RT-PCR. Nei due casi in cui è stato possibile ottenere una sequenza (23VIR4119, 
23VIR4207) si è potuta osservare un’altissima omologia (99.97% a livello nucleo-
tidico) per la porzione sequenziata del gene Sigma C. 

Case series 2
Riscontrati due casi di artrite/tenosinovite (23VIR5961 e 24VIR727) in allevamenti 
di broiler (Ross 308) provenienti dallo stesso incubatoio. Nel primo caso sono stati 
analizzati campioni prelevati da animali arrivati al macello, mentre nel secondo 
caso la patologia si è presentata in fase molto precoce, a circa 10 giorni di età. In 
entrambi i casi a fine ciclo si è potuto riscontrare un grave ritardo nell’accrescimen-
to e un incremento di mortalità. In questi casi, nonostante la connessione epidemio-
logica, le analisi genetiche hanno evidenziato l’appartenenza a due diversi cluster 
genetici (IV e II, rispettivamente).
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DISCUSSIONE
Negli ultimi anni si sono susseguiti con sempre maggiore frequenza report in di-
versi paesi europei ed extra-europei che hanno confermato l’associazione tra ARV 
e forme di artrite/tenosinovite. Ceppi di ARV non appartenenti ai genotipi vacci-
nali sono stati rilevati in polli con tenosinovite e sindrome da malassorbimento in 
allevamenti di pollame commerciali in tutto il mondo, anche in allevamenti vacci-
nati. L’incompleta cross-protezione offerta dai vaccini e la maggiore diffusione del 
virus sono state identificate come possibili cause per l’aumento dei focolai riportati 
(Franzo et al., 2024). In diversi paesi è stata riscontrata un’elevata variabilità di ge-
notipi circolanti, ma ad oggi non sono disponibili informazioni esaurienti relative 
alla situazione epidemiologica italiana. Lo scopo del presente lavoro è stato quindi 
quello di mettere a punto metodiche adatte ad indagare le caratteristiche genetiche 
dei ceppi di ARV e di valutare l’applicabilità di metodiche di caratterizzazione 
molecolare per l’identificazione di connessioni epidemiologiche e potenziali vie 
di trasmissione in allevamenti di broiler colpiti da forme di tenosinovite virale. 
I risultati ottenuti hanno permesso di individuare un’elevata variabilità dei ceppi 
circolanti, seppur con una maggiore prevalenza di isolati appartenenti ai cluster 
genetici II e IV. La variabilità osservata si riflette anche nella divergenza a livello 
di proteina Sigma C dei ceppi circolanti da quelli vaccinali (53-58% di omologia 
a livello di sequenza amminoacidica nel tratto analizzato), dato che potrebbe sup-
portare la incompleta tenuta vaccinale. Tale variabilità, non completamente inatte-
sa, stupisce tuttavia considerata la dimensione ristretta dell’area geografica di pro-
venienza degli isolati e il breve arco temporale in cui sono stati raccolti. Nelle due 
serie di casi analizzati l’apparente connessione epidemiologica identificata su base 
anamnestica ha portato a differenti conclusioni sulla possibile fonte di introduzio-
ne. Nella prima serie di casi descritti, nella quale in alcuni gruppi di broiler acco-
munati dalla discendenza da un singolo gruppo di riproduttori si sono riscontrati 
ritardi nell’accrescimento, tenosinoviti ed enteriti, gli ARV isolati hanno mostrato 
una elevatissima similitudine suggerendo una probabile fonte comune dell’infe-
zione. Considerate le caratteristiche di trasmissione di ARV, che includono la via 
verticale, e la possibile infezione anche in gruppi vaccinati, il gruppo di riprodut-
tori è stato sostituito portando a una cessazione dei casi. Nella seconda serie di casi 
la connessione epidemiologica era fornita dal comune incubatoio di provenienza 
mentre i riproduttori appartenevano a gruppi successivi. Gli ARV isolati da tendini 
prelevati in questi casi di tenosinovite hanno mostrato l’appartenenza a due diversi 
genotipi (II e IV), dato che fa maggiormente propendere per introduzioni distinte 
per trasmissione orizzontale, non correlate all’incubatoio di provenienza. 

CONCLUSIONI
La messa a punto di metodi di caratterizzazione molecolare associati ad indagini 
genetiche ha permesso di evidenziare la complessa situazione epidemiologica di 
ARV nel territorio italiano e sottolinea l’importanza di approfondire casi sospetti 
di ARV al fine di migliorare la comprensione delle caratteristiche dei virus circo-
lanti e delle vie di diffusione per migliorare l’efficacia delle strategie di controllo 
della malattia.
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Summary
Infectious bursal disease (IBD), also known as Gumboro disease, is a highly conta-
gious viral disease affecting young chickens with a significant economic impact on 
the poultry industry. Its aetiological agent, infectious bursal disease virus (IBDV), 
is a non-enveloped virus whose main target is represented by maturing B cells 
within the bursa of Fabricius. Consequently, besides manifesting with acute for-
ms characterized by non-specific clinical signs and variable mortality rates, IBD 
causes immunosuppression, making chickens vulnerable to secondary infections, 
performance reduction, and vaccine failures. 
Two IBDV serotypes, named 1 and 2, have been recognized, but only the former is 
pathogenic. Serotype 1 strains are traditionally divided into classical, variant, and 
very virulent subgroups, but this distinction leaves out many other IBDV types 
which emerged over time due to the high mutation rate of IBDV along with reas-
sortment of its two genome segments. Such variability has serious practical im-
plications, hindering diagnostic efforts and vaccine efficacy. Recently proposed 
methods relying on phylogeny and focusing on the genes coding for VP2 and VP1, 
the two viral proteins with the most impact on phenotype, enabled a better under-
standing of IBDV epidemiology. 
In the present study, the use of this phylogenetic approach allowed for the first 
detection of Northwestern European reassortant strains (genotype A3B1) in Italy. 
Until recently, the Italian IBDV scenario stood aside from neighboring countries, 
as all the reported IBDVs were A3B1 strains belonging to a separate clade which 
was only also found in Russia, Kazakhstan, and the Middle East. On the other 
hand, Northwestern European reassortants, which are associated with subclinical 
infections and severe immunosuppression, were the predominant IBDV type in 
most of the continent despite a recent emergence. Starting from the end of 2023, 
such reassortants started accounting for a significant part of the detected field 
strains in Italy, although the Italian-Russian-Middle Eastern A3B1 clade is still 
present. Albeit preliminary, this timely report of the introduction of a novel IBDV 
type will hopefully help raising the awareness towards current field challenges and 
prompt an attentive monitoring of the potential epidemiological shift which might 
be occurring nationally.

INTRODUZIONE
La bursite infettiva (IBD), conosciuta anche come malattia di Gumboro, è una ma-
lattia virale altamente contagiosa che colpisce i polli, in particolare soggetti giova-
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ni tra le 2 e le 6 settimane di età, con un impatto economico significativo sull’in-
dustria avicola mondiale. La borsa di Fabrizio, organo linfoide primario in cui 
avviene lo sviluppo e maturazione dei linfociti B, è il principale bersaglio dell’a-
gente eziologico della malattia, noto come virus della bursite infettiva (IBDV) 
(Eterradossi e Saif, 2019). In corso di IBD acuta, si osservano sintomi aspecifici 
come depressione, penne arruffate, anoressia, disidratazione e lesioni emorragiche 
evidenti nei muscoli delle cosce e del petto, oltre a un tasso di mortalità variabile. 
La principale conseguenza della malattia è però l’immunosoppressione, che espo-
ne gli animali a infezioni secondarie, peggioramento delle performance produttive, 
e riduzione dell’efficacia delle vaccinazioni. 
IBDV appartiene alla specie Avibirnavirus gumboroense, genere Avibirnavirus, 
famiglia Birnaviridae, e possiede un genoma a RNA a doppio filamento composto 
da due segmenti, denominati A e B. Il segmento A codifica varie proteine, tra cui 
la proteina capsidica (VP2), la proteina scaffold (VP3), la proteasi (VP4) e una 
proteina non strutturale (VP5), mentre il segmento B codifica la RNA polimerasi 
RNA-dipendente (VP1) (Zhang et al., 2022).  IBDV può essere classificato in due 
sierotipi: il sierotipo 1 è patogeno, mentre il sierotipo 2 no. I ceppi del sierotipo 1 
vengono tradizionalmente classificati in tre sottogruppi: i ceppi classici, descritti 
per la prima volta negli anni ‘60 (Cosgrove, 1962) e associati a sintomi e lesioni 
tipici; i ceppi varianti, che presentano notevoli differenze antigeniche e sono prin-
cipalmente associati a infezioni subcliniche; e i ceppi very virulent, i quali, pur 
essendo antigenicamente simili ai ceppi classici, sono responsabili di focolai più 
gravi e di una mortalità più elevata (Eterradossi e Saif, 2019). Come altri virus a 
RNA, la deriva antigenica e l’alto tasso mutazionale comportano sfide significa-
tive nella prevenzione e nel controllo della circolazione di IBDV (Zhang et al., 
2022), ulteriormente complicati dalla possibilità di riassortimento tra i segmenti 
genomici. Nel corso del tempo, tali fenomeni evolutivi hanno portato all’emergere 
di numerosi sottotipi virali, la cui eterogeneità non è adeguatamente catturabile 
utilizzando la classificazione tradizionale.
Recentemente, la proposta di sistemi di classificazione basati sulla filogenesi ha 
contribuito ad una descrizione più accurata dell’epidemiologia di IBDV. Tra i me-
todi attualmente a disposizione, quello proposto da Islam et al. (2021) pone atten-
zione sui geni codificanti per VP2 e VP1, sulla base dei quali vengono riconosciuti 
rispettivamente dieci (A0-A9) e cinque (B1-B5) genogruppi, i quali, qualora con-
siderati assieme, originano una classificazione composita in genotipi (es. A1B1, 
A1B2, A2B1, ecc.). L’attenzione posta nei confronti di VP2 e VP1 è motivata dalla 
loro rilevanza funzionale: VP2 ha un ruolo ben consolidato nella determinazione 
dell’antigenicità (Letzel et al., 2007), mentre sia VP2 che VP1 sono noti per contri-
buire alla determinazione della patogenicità (Escaffre et al., 2013). Essendo loca-
lizzati su segmenti diversi, considerare entrambi i geni consente anche di rilevare 
eventi di riassortimento (Mató et al., 2020; He et al., 2016). 
La finalità del presente lavoro è segnalare l’identificazione, resa possibile dall’ap-
plicazione di un tale approccio filogenetico, di una tipologia di ceppi di IBDV defi-
niti riassortanti dell’Europa nordoccidentale (genotipo A3B1), finora mai segnalati 
in Italia. A seguito della loro scoperta, sono state condotte ulteriori indagini per 
una caratterizzazione molecolare più dettagliata.
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MATERIALI E METODI
Il presente studio riporta i risultati di analisi biomolecolari condotte su campioni 
prelevati in allevamenti di broiler italiani ed eseguite nell’ambito delle attività di 
ricerca svolte presso il Laboratorio di Biotecnologie e Malattie Infettive del Di-
partimento MAPS dell’Università degli Studi di Padova (Legnaro, Italia). Ognu-
no dei campioni considerati consisteva in quattro impronte bursali su FTA™ card 
(GE Healthcare UK Limited, Amersham, UK) ed era stato prelevato da gruppi di 
animali che differivano per il protocollo vaccinale applicato e per età al momento 
del campionamento. Il processo di trattamento di ciascun campione ha comportato 
l’eluizione in 1,0 ml di PBS 1× di 4 frammenti da 5 mm2, uno per ogni borsa im-
pressa sulla medesima FTA™ card. Gli acidi nucleici sono stati estratti utilizzando 
il kit High Pure Nucleic Acids Extraction (Roche™, Basilea, Svizzera) seguendo 
le istruzioni del produttore. L’indagine molecolare dei geni VP2 e VP1 è stata 
effettuata eseguendo una RT-PCR one-step con il kit SuperScript™ III One-Step 
RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen™, Waltham, 
MA, USA) utilizzando i primer 743-1 (5′-GCCCAGAGTCTACACCAT-3’) e 743-
2 (5′-CCCGGATTAT GTCTTTGA-3’) (Jackwood e Sommer-Wagner, 2005) per 
sequenziare la regione ipervariabile del gene VP2 e i primer B-Univ-F (5’-AAT-
GAGGAGTATGA GACCGA-3’) (Islam et al., 2012) e VP1-shortR (5’-TGGAA-
ACAAAAGCCCGCATG-3’)  (Legnardi et al., 2024a) per la porzione della VP1. 
I campioni positivi sono stati sottoposti a sequenziamento Sanger utilizzando sia 
i primer forward che quelli reverse impiegati nella rispettiva RT-PCR. Il sequen-
ziamento è stato eseguito presso Macrogen Europe Milan Genome Center (Mi-
lano, Italia). I cromatogrammi sono stati poi controllati e trimmati utilizzando il 
software Finch TV (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA), e assemblati con Chroma-
sPro (Technelysium Pty Ltd, Helensvale, QLD, Australia).  Le analisi filogenetiche 
sono state successivamente svolte in MEGAX (Kumar et al., 2018), allineando 
le sequenze ottenute ad appositi dataset di referenza e costruendo i relativi alberi 
tramite approcci di Maximum Likelihood. 

RISULTATI
Le analisi molecolari per la ricerca di IBDV hanno evidenziato delle positività 
a ceppi A3B1 geneticamente differenti da quelli segnalati sul territorio italiano 
sino a quel momento, sollecitando un’investigazione più approfondita. I ceppi in 
questione sono stati identificati in nove campioni prelevati tra il dicembre 2023 e 
il marzo 2024 in otto allevamenti di broiler (uno dei quali campionato durante due 
cicli differenti) localizzati in Veneto ed Emilia-Romagna.
L’identità genetica reciproca si è rivelata elevata sia a livello di VP2 (98.9-100%) 
che di VP1 (99.5-100%), e i nove ceppi sono stati classificati come riassortanti 
dell’Europa Nordoccidentale, secondo la definizione di Mató et al. (2020). Ri-
spetto alla medesima tipologia di riassortanti identificati in diversi paesi europei 
nell’ambito di un precedente studio epidemiologico (Legnardi et al., 2023a), a li-
vello di VP2 le sequenze ottenute sono ricadute all’interno di un cluster composto 
di ceppi tedeschi e olandesi, molti dei quali, assieme ad un singolo stipite francese 
e ad uno identificato nel Regno Unito, risultavano filogeneticamente vicine anche 
sulla base della VP1 (Figura 1).
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Figura 1. Alberi illustranti le relazioni filogenetiche tra i ceppi sequenziati nel presente 
studio (contrassegnati dal simbolo ●) e un database contenente sequenze di riferimento 
per ognuno dei genogruppi identificati da Islam et al. (2021) e le sequenze ottenute 
durante un precedente studio svolto a livello europeo (Legnardi et al., 2023a). I 
modelli di sostituzione K2+G e K2+G+I, selezionati sulla base del Bayesian in-
formation criterion (BIC), sono stati utilizzati rispettivamente per l’albero basato 
sulla VP2 e sulla VP1, settando in entrambi i casi il numero di repliche bootstrap a 
1000. I valori di supporto nodale sono stati riportati solo se uguali o superiori a 70.

DISCUSSIONE
I risultati qui presentati rappresentano la prima evidenza nota della circolazione di 
riassortanti dell’Europa nordoccidentale sul territorio italiano. Ciò rappresenta una 
novità epidemiologica rilevante ma non inattesa, se si considera come tali ceppi, 
descritti per la prima volta nel 2017, risultino presenti – e spesso predominanti– in 
gran parte dell’Europa (Legnardi et al., 2023a, 2023b; Mató et al., 2022; Pikuła et 
al., 2023). I motivi di una diffusione tanto veloce non sono ancora del tutto chiari, 
ma essi sono stati associati sia sperimentalmente che in campo a infezioni subcli-
niche, difficili da diagnosticare dal punto di vista clinico, sebbene il loro acclarato 
potenziale immunosoppressivo imponga la massima attenzione (Mató et al., 2020).
In anni recenti, l’Italia ha rappresentato un’eccezione rispetto al resto d’Europa, 
in quanto interessata dalla circolazione di una clade di ceppi A3B1 separata, e ri-
trovata solo in paesi come Russia, Kazakistan, Giordania, Iraq, Iran e Libano (Le-
gnardi et al., 2024a; Michel e Jackwood, 2017). Sulla base di studi epidemiologici 
precedenti (in cui però non era stato preso in considerazione il gene della VP1) è 
stato ipotizzato che questi ceppi siano presenti a livello nazionale da più di 10 anni 
(Legnardi et al., 2023a), ma la loro esatta patogenicità non è tuttora nota.
Sebbene la clade italo-russa-mediorientale del genotipo A3B1 venga ancora iden-
tificata, a partire dal dicembre 2023 i riassortanti dell’Europa Nordoccidentale 
hanno rappresentato una porzione significativa dei ceppi di campo caratterizzati. 
L’esecuzione di continue attività di ricerca anche prima di questa data suggeri-
sce che la loro introduzione sul territorio italiano sia stata diagnosticata tempe-
stivamente, ma ciononostante tali riassortanti sono già stati ritrovati nelle aree 
caratterizzate dalla più alta densità di attività avicole. La loro capacità di divenire 
rapidamente predominanti a seguito dell’ingresso in un nuovo contesto geografico 
e produttivo, documentata da un analogo studio svolto in Portogallo (Legnardi et 
al., 2024b), suggerisce che una diffusione simile a quella osservata in altre parti 
d’Europa avverrà anche in Italia, anche a scapito dei ceppi di campo già circolanti.

CONCLUSIONI
Per quanto preliminari e basate su una numerosità campionaria limitata, le eviden-
ze descritte nel presente studio risultano di grande rilevanza per il contesto avicolo 
italiano. La grande capacità di diffusione dimostrata dai riassortanti dell’Europa 
Nordoccidentale e le significative implicazioni in termini diagnostici, di controllo 
e di impatto economico e sanitario impongono l’esecuzione di adeguate attività di 
monitoraggio, con una particolare attenzione a come l’introduzione di una nuova 
tipologia di ceppi di campo modificherà lo scenario epidemiologico nazionale.
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Summary
Administration of live attenuated vaccines in the hatchery would be of great inter-
est for biosecurity and economical point of view but its suitability has been poorly 
investigated. In the present study broilers with IBDV maternally derived antibod-
ies were vaccinated by subcutaneous route at day-old with Nobilis® Gumboro 
D78 or Nobilis® Gumboro 228E live vaccines or an immune complex vaccine, 
then challenged with a very virulent IBDV at different time points, in order to 
evaluate the efficacy of the vaccination protocols and their impact on the immune 
response to other vaccines commonly used in the field.  At day of hatch 384 birds 
were divided in groups and IBD vaccinated with Nobilis Gumboro® D78 vaccine 
strain (group A), Nobilis Gumboro® 228E vaccine strain (group B), an immune 
complex vaccine (group C) or remained unvaccinated (group D). Groups A, B and 
C, were also vaccinated subcutaneously for Infectious Laryngotracheitis (ILT) 
and Marek disease with the live modified strain HVT+ILT-138 and by eye-drop 
for Infectious bronchitis (IB) with strains Ma5 and 4/91. At days 7, 14, 21 and 
28 post-vaccination, 10 birds per group were bled to determine IBD, IB and ILT 
antibody titres by ELISA tests.  At 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 or 28 days after the 
vaccination, six to ten birds per group were moved to secure isolation condi-
tions in poultry isolators and challenged with IBD very virulent CS89 strain. A 
group of unvaccinated birds remained unchallenged and kept as negative control. 
Challenged birds were monitored for clinical signs or mortality for 5 days, then 
euthanized. Carcasses and bursa of Fabricius were weighted for the calculation 
of bursa/body weight ratio. Next generation sequencing (NGS) analysis to detect 
challenge- or vaccines viruses, histopathology and flow cytometry for the de-
termination of immune cells populations (leucocytes CD45+, B cells Bu1+ and 
T cells CD3+) were also performed on bursa samples. Data were statistically 
analysed using R version 3.5.1 software. From 14 to 28 days of age, ILT and IB 
antibodies increased in all groups, unless in the unvaccinated one; statistically 
higher titers of ILT and IB antibodies were observed in Nobilis Gumboro® 228E 
vaccinated group at 28 days of age. After challenge, no clinical signs nor mortal-
ity nor macro- or microscopic lesions referable to IBD, were observed in vacci-
nated groups, while group D showed IBD related macro- and microscopic lesions 
in the bursa at 33 days of age.  Compared to Nobilis® D78 vaccine, lower bursa/
body weight ratios were recorded in Nobilis® 228E and in the immunocomplex 
vaccinated chickens, aged 28 days or older. NGS analysis showed that the bursae 
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replication of the Nobilis® 228E and the immunocomplex vaccines was high-
er than the Nobilis® D78 vaccine, where challenge virus was widely detected. 
Flow cytometry analysis has shown an increased T cells population (CD3+) in all 
groups at 33 days of age and only in Nobilis® 228E vaccinated group also at 22-
26 days of age. In conclusion, our results show that live vaccines Nobilis® 228E 
or Nobilis® D78 administered subcutaneously at day-old protect chickens from 
bursa lesions due to virulent challenge up to 28 days of age and do not affect the 
humoral immune response to ILT and IBV vaccines. Moreover, Nobilis® 228E 
vaccination prevents the bursa colonization by the challenge virus analogously 
to the immune-complex vaccine, suggesting that it could reduce virulent virus 
circulation in field condition.  

INTRODUZIONE
La protezione precoce nei confronti del virus della Bursite Infettiva Aviare (IBDV) 
risulta di fondamentale importanza. Questa solitamente è ottenuta mediante im-
munizzazione attiva, in ovo o al primo giorno di vita, con vaccini ricombinanti o 
a immunocomplessi, o, a 15-20 giorni di vita, di vaccini vivi attenuati (Muller et 
al., 2012) di animali dotati di anticorpi materni nei riguardi di IBDV. Scarsamen-
te studiata è stato l’applicabilità dei vaccini vivi attenuati in incubatoio al primo 
giorno di vita, sebbene tale impiego risulterebbe di grande interesse sia per motivi 
economici che di biosicurezza.
Nel presente studio gruppi di broiler, con anticorpi materni per IBDV, sono stati 
vaccinati al primo giorno di vita per via sottocutanea con i vaccini vivi attenuati 
Nobilis® Gumboro D78 o Nobilis® Gumboro 228E, o un vaccino a immunocom-
plessi. Successivamente gli animali sono stati infettati sperimentalmente con un 
ceppo very virulent di IBDV a diversi giorni post-vaccinazione, al fine di valutare 
l’efficacia dei diversi protocolli vaccinali e il loro impatto sulla risposta immuni-
taria conferita da altri vaccini comunemente impiegati in campo.

MATERIALI E METODI
Al primo giorno di vita 384 broiler sono stati suddivisi in gruppi e vaccinati per 
via sottocutanea per IBDV alternativamente con i seguenti vaccini vivi: Nobilis 
Gumboro® D78 (gruppo A), Nobilis Gumboro® 228E (gruppo B), a immuno-
complessi (gruppo C); un gruppo di animali è rimasto non vaccinato e tenuto 
come controllo (gruppo D). Gli animali dei gruppi A, B e C sono stati inoltre 
vaccinati, con il ceppo modificato HVT+ILT-138 per la Laringotracheite Infettiva 
(ILT) e la Malattia di Marek (via sottocutanea) e per Bronchite Infettiva (IB) con 
i ceppi Ma5 e 4/91 (goccia oculare).
Ai giorni post-vaccinazione 13, 15, 17, 19, 21, 23, 25 o 28, 6-10 animali per grup-
po (A, B, C e D/CH) sono stati allocati in isolatori per pollame e sottoposti ad 
infezione di prova con il ceppo IBDV very virulent CS89. Un gruppo di animali 
non vaccinati non è stato sottoposto ad infezione di prova e tenuto come controllo 
negativo (gruppo D/UN). 
Gli animali sono stati osservati quotidianamente per verificare eventuale compar-
sa di sintomatologia o mortalità, e soppressi 5 giorni post-infezione. Dopo esame 
necroscopico, carcassa e borsa di Fabrizio sono state pesate per il calcolo del 
rapporto peso borsa/peso corporeo (Sharma et al., 1989). Dalla borsa di Fabrizio 
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di ciascun soggetto, sono state eseguite le seguenti analisi: Next generation se-
quencing (NGS), per differenziare i vaccini e il ceppo IBDV very virulent CS89 
inoculato; istopatologia per quantificare le lesioni microscopiche (Sharma et al., 
1989); citometria di flusso per quantificare le popolazioni di cellule immunitarie 
presenti (leucociti CD45+, linfociti B Bu1+ e linfociti T CD3+) (Lupini et al., 
2020). I dati ottenuti sono stati analizzati con il software R version 3.5.1. 
Ai giorni post-vaccinazione 7, 14, 21 e 28, su 10 animali per gruppo non sottopo-
sti ad infezione di prova, è stato eseguito il prelievo di sangue per determinare i 
titoli anticorpali nei riguardi di IBDV, IBV e ILTV mediante test ELISA. 
Lo studio sperimentale è stato eseguito in conformità con il Decreto Legislativo 
26/2014 sulla protezione degli animali utilizzati a fini scientifici e dopo approva-
zione da parte del Ministero della Salute (permesso numero 99/2022-PR).

RISULTATI
L’analisi sierologica ha mostrato in tutti i gruppi sperimentali lo stesso andamento 
anticorpale per IBDV, senza differenze statisticamente significative (Figura 1A). 
I titoli anticorpali per ILTV e IBV (Figura 1B e 1C) hanno mostrato un rialzo da 
14 a 28 giorni di età, in tutti i gruppi sperimentali eccetto che nel gruppo non 
vaccinato (gruppo D). Nel gruppo vaccinato con Nobilis Gumboro® 228E (grup-
po B) i titoli anticorpali per ILTV e IBV sono risultati più elevati, con differenze 
statisticamente significative rispetto al controllo, a 28 giorni di età.
In tutti i gruppi sperimentali vaccinati e sottoposti ad infezione di prova, non sono 
stati osservati sintomi clinici, mortalità o lesioni anatomopatologiche e istopato-
logiche riferibili a Bursite infettiva aviare; Il gruppo DCH non vaccinato e sotto-
posto a infezione di prova a 28 giorni di età, ha mostrato nella borsa di Fabrizio 
lesioni anatomopatologiche e istopatologiche riferibili a IBD.
Il rapporto peso borsa/peso corporeo (Figura 2) è risultato più basso a 28, 30 e 33 
giorni di età negli animali vaccinati con Nobilis® 228E (gruppo B) e con il vacci-
no a immunocomplessi (Gruppo C), rispetto agli animali vaccinati con Nobilis® 
D78 (Gruppo A) ed ai controlli (Gruppo D).
I risultati della analisi NGS eseguite sulle borse sono riportati in Tabella 1. Nei 
gruppi B e C, vaccinati rispettivamente con Nobilis® 228E ed il vaccino ad im-
munocomplessi è stata rilevata la prevalenza del ceppo vaccinale somministrato 
rispetto al virus challenge IBDV very virulent CS89. Nel gruppo A, vaccinato No-
bilis® D78, è stata rilevata quasi esclusivamente la presenza del virus challenge. 
L’analisi della citometria di flusso ha mostrato un aumento della popolazione dei 
linfociti T (CD3+) a 33 giorni di età in tutti i gruppi, e anche da 22-26 giorni di 
età nel gruppo vaccinato con Nobilis® 228E. 
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Figura 1. Andamento della media dei titoli anticorpali per IBDV (A), IBV (B) e ILTV 
(C). Differenti indici indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi.

Figura 1. Andamento della media dei titoli anticorpali per IBDV (A), IBV (B) e ILTV (C). Differenti indici indicano 
differenze statisticamente significative tra i gruppi.  
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Figura 2. Medie del rapporto peso borsa/peso corporeo nei gruppi sperimentali alle 
diverse età post-infezione sperimentale. Differenti indici indicano differenze statistica-
mente significative tra i gruppi.

Tabella 1. Risultati delle analisi NGS. n/n = numero di animali positivi per IBDV/
numero di animali analizzati; vv = ceppo IBDV very virulent CS89; VAC = ceppo 
vaccinale.

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
I risultati del presente lavoro hanno mostrato che i vaccini vivi attenuati Nobilis® 
228E o Nobilis® D78 somministrati per via sottocutanea al primo giorno di vita 
proteggono gli animali dall’infezione con ceppo very virulent IBDV sino a 28 gior-
ni di vita e non influenzano negativamente la risposta anticorpale conferita dalle 
vaccinazioni per ILTV e IBV. Inoltre, la vaccinazione con Nobilis® 228E al primo 
giorno di vita previene la colonizzazione della borsa da parte del ceppo challenge 
in egual misura al vaccino a immunocomplessi. Ciò permette di ipotizzare che il 
suo impiego in campo possa controllare la circolazione del virus selvaggio.

Figura 2. Medie del rapporto peso borsa/peso corporeo nei gruppi sperimentali alle diverse età post-infezione 
sperimentale. Differenti indici indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi. 
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Summary
The GI-19 lineage of infectious bronchitis virus (IBV) has emerged as one of the most 
impactful, particularly in the “Old World”. Originated in China several decades ago, it 
has spread and evolved, forming independent clades in various regions, each differing in 
terms of production systems and control strategies. This study explores how different en-
vironments influence virus evolution by analyzing the complete sequence of the S1 gene. 
Four datasets were identified, comprising strains of monophyletic clades circulating in 
different continents or countries (e.g., Asia vs. Europe and China vs. Thailand), indicating 
single introduction events and independent evolution. Population dynamics, evolutionary 
rate variation, and selective pressures were estimated and compared across these datasets. 
Since QX emergence in the mid-20th century, a more persistent and stable viral popu-
lation was seen in Asia and China, while Europe and Thailand showed a sharp increase 
following a relatively recent introduction (around 2005 and 2007, respectively), followed 
by a rapid decline. Although more sites within the S1 subunit were under diversifying se-
lection in the Asian and Chinese datasets, stronger pressures were evident in the European 
and Thai strains, likely reflecting more intense and uniform vaccine application. However, 
a significant inverse correlation was found between viral population size and the rate of 
viral evolution over time. Therefore, despite the stronger selective pressure imposed by 
vaccination, effectively constraining the former through adequate control strategies can 
efficiently prevent viral evolution and the emergence of vaccine-escaping variants.

INTRODUZIONE
I virus a RNA sono caratterizzati da alti tassi di mutazione e ricombinazione, che con-
sentono loro di esplorare rapidamente diverse soluzioni evolutive. Le conseguenze per 
la flessibilità biologica, e di conseguenza per la salute umana e animale, sono ben docu-
mentate: salti di ospite, comparsa di resistenza agli antivirali ed evasione dell’immunità 
dell’ospite, solo per citarne alcune (Geoghegan et al., 2016; Duffy, 2018). Tuttavia, un 
alto tasso di mutazione fornisce semplicemente un substrato per l’evoluzione; sono ne-
cessarie altre forze per selezionare varianti dotate effettivamente di maggiore fitness. La 
selezione naturale è un motore chiave nell’evoluzione degli organismi, inclusi i virus. 
Affinché questa possa agire, è però necessaria non solo la presenza di una pressione se-
lettiva, ma anche una grande popolazione di organismi su cui questa possa agire (i.e. s 
x Ne >> 1, dove s rappresenta il coefficiente di selezione e Ne è la dimensione effettiva 
della popolazione). Nel mondo dei virus, l’ospite è il determinante primario, in quanto 
condiziona sia la forza delle pressioni selettive che la dimensione della popolazione vi-
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rale. Inoltre, fattori ambientali che influenzano la struttura della popolazione ospite, la 
rete di contatti e la suscettibilità all’infezione agiscono a un livello gerarchico superiore, 
influenzando ulteriormente l’esito dell’evoluzione virale. Nella produzione zootecnica, le 
misure gestionali e di controllo, che variano significativamente tra e all’interno delle aree 
geografiche, contribuiscono anch’esse a questo determinismo.
Il virus della bronchite infettiva (IBV), un membro della specie Avian coronavirus, fami-
glia Coronaviridae, genere Gammacoronavirus, è uno dei patogeni virali più significativi 
nel pollame, responsabile di ingenti perdite economiche a livello mondiale, attribuibili 
sia a costi diretti che indiretti. IBV causa principalmente malattie delle vie respiratorie 
superiori, che possono portare a un’alta mortalità in presenza di infezioni secondarie, e 
nefrite nel caso di alcuni ceppi. Anche il tratto genitale degli uccelli da riproduzione e da 
allevamento può essere colpito, causando disturbi riproduttivi e alterata produzione di 
uova (Legnardi et al., 2020). Il genoma virale, lungo circa 27 kb, codifica sia proteine non 
strutturali (come la RNA polimerasi RNA-dipendente e altre proteine accessorie e rego-
latorie) che proteine strutturali (cioè, le proteine spike, envelope, membrane e nucleocap-
side) (Jackwood et al., 2012). La proteina spike (S), e in particolare la sua subunità S1, 
è ampiamente studiata per via del suo ruolo nel tropismo cellulare e come bersaglio pri-
mario della risposta immunitaria dell’ospite, inclusi anticorpi neutralizzanti e immunità 
cellulo-mediata. Pertanto, la regione S1 ben si presta ad investigare le forze evolutive che 
agiscono sul genoma e sul fenotipo virale. Inoltre, a causa della sua notevole eterogeneità 
genetica (Franzo et al., 2017; Moreno et al., 2017), la regione S1 è la più comunemente 
sequenziata sia per scopi di classificazione che per analisi di epidemiologia molecolare. 
Attualmente, il sistema di classificazione più riconosciuto prevede la differenziazione di 
IBV in genotipi, ulteriormente suddivisi in lineage, basato su soglie di distanza genetica 
e analisi filogenetiche della regione S1 (Valastro et al., 2016).
In particolare, il lineage GI-19 (anche noto come QX) di IBV è stato selezionato nel 
presente studio per diverse ragioni. Dopo la sua origine in Asia, si è diffuso nel “Vec-
chio Mondo”, in particolare in Europa, dove si è stabilito con successo in ambienti e 
sistemi produttivi diversi, diventando dominante (Franzo et al., 2017). A causa del suo 
significativo impatto economico, è stato sottoposto a monitoraggio intenso, e sono quindi 
disponibili diverse sequenze con adeguati metadati. Per lo stesso motivo, sono state im-
plementate varie strategie di controllo per mitigare il suo impatto, sebbene gli approcci 
scelti siano variati considerevolmente tra le diverse regioni e all’interno di esse (Franzo et 
al., 2016). Gli effetti delle diverse strategie di intervento, in particolare la vaccinazione, 
sulla dinamica della popolazione e sull’evoluzione del genotipo GI-19 sono stati valutati 
indipendentemente a livello locale (Franzo et al., 2016, 2019), dimostrando il signifi-
cato biologico dei sistemi gestionali sull’evoluzione del GI-19-IBV. Tuttavia, mancano 
dati sull’interazione di queste dinamiche con altre forze su una scala più ampia. Infine, 
essendo IBV un coronavirus, le intuizioni sui suoi modelli evolutivi e sulle forze che ne 
sono alla base, possono fornire informazioni preziose per una migliore comprensione e 
controllo di altri coronavirus umani e animali.

MATERIALI E METODI
2.1 Dataset
Le sequenze complete del gene S1, per le quali erano disponibili il paese e l’anno di 
raccolta, sono state scaricate da GenBank. Le sequenze appartenenti al lineage GI-19 
sono state selezionate tramite analisi filogenetica, una volta allineate al dataset di refe-
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renza proposto da Valastro et al. (2016), utilizzando Translator X (Abascal et al., 2010). 
L’albero filogenetico è stato ricostruito basandosi su questo allineamento utilizzando IQ-
TREE (Nguyen et al., 2015), la robustezza delle clade è stata verificata eseguendo 1000 
repliche bootstrap. La presenza di eventi di ricombinazione tra le sequenze selezionate è 
stata valutata utilizzando GARD (Kosakovsky Pond et al., 2006). L’analisi filogenetica 
preliminare ha rivelato un significativo clustering geografico, con ceppi europei e asiatici 
che si raggruppavano su rami separati, supportati da alti valori di bootstrap. Basandosi su 
questa evidenza, sono stati generati due dataset separati, includendo rispettivamente solo 
sequenze asiatiche ed europee. Eccezioni, come rari ceppi asiatici che si raggruppavano 
all’interno del clade europeo, sono state rimosse dal dataset, assumendo che rappresen-
tassero reintroduzioni recenti, non evolute nell’area considerata per un lungo periodo 
di tempo. Inoltre, per valutare se la propensione del virus ad evolversi sia attribuibile a 
caratteristiche specifiche del cluster piuttosto che alle condizioni ambientali, sono stati 
considerati anche i sotto-cladi del gruppo asiatico, e sono stati creati dataset dedicati. 
In particolare, sono stati generati dataset comprendenti esclusivamente sequenze cinesi 
e thailandesi. Questi paesi sono stati selezionati perché fornivano un numero adeguato 
di sequenze che formavano una clade monofiletica nell’albero filogenetico, indicativo di 
un’evoluzione indipendente (Figura 1).

2.2 Dinamiche della Popolazione e Ricostruzione dell’Evoluzione
Il time to most recent common ancestor (tMRCA), il tasso evolutivo e le dinamiche della 
popolazione virale sono stati ricostruiti utilizzando l’approccio bayesiano della coale-
scente seriale implementato in BEAST 1.10.4 (Suchard et al., 2018). Il modello di sostitu-
zione nucleotidica è stato selezionato basandosi su un punteggio BIC calcolato utilizzan-
do JmodelTest2 (Darriba et al., 2012). Il modello non parametrico Bayesian Skygrid (Hill 
e Baele, 2019) è stato implementato per ricostruire le dinamiche della popolazione virale 
(i.e. diversità genetica relativa: dimensione effettiva della popolazione x tempo di gene-
razione; Ne x τ) nel tempo. Poiché i ceppi asiatici erano largamente sovrarappresentati, il 
dataset originale è stato ridimensionato per renderlo comparabile con il dataset europeo. 
A tal fine, sono stati generati sei dataset indipendenti campionando casualmente fino a 
quattro sequenze asiatiche per anno. Questo approccio ha permesso anche di valutare 
l’effetto del campionamento sulla robustezza dei risultati (Hall et al., 2016). Allo stesso 
modo, per il confronto Cina-Thailandia, il dataset cinese è stato sottocampionato, limitan-
do le sequenze più recenti al 2017, quando era disponibile l’ultima sequenza thailandese.
Le analisi sono state eseguite indipendentemente su ciascuno dei dataset definiti con-
ducendo una catena di Markov Monte Carlo (MCMC) di cento milioni di generazioni, 
campionando i parametri della popolazione e gli alberi filogenetici ogni diecimila gene-
razioni. I risultati sono stati riassunti in termini di media e del 95% highest probability 
density (95HPD). Gli alberi di credibilità massima del clade (MCC) sono stati costruiti e 
annotati utilizzando TreeAnnotator (pacchetto BEAST). Ulteriori statistiche riassuntive 
e output grafici sono stati generati utilizzando script R personalizzati con le librerie R 
ggplot2, treeio, ggtree e ips.
Per ciascun dataset, il tasso evolutivo medio per ciascun ramo dell’albero MCC è stato 
correlato con la dimensione della popolazione virale nel tempo utilizzando una rolling 
window correlations tra le due serie temporali regolari. La significatività statistica dei 
coefficienti di correlazione è stata stimata tenendo conto degli effetti dei test multipli tra-
mite simulazioni Monte Carlo, come implementato nella libreria NonParRolCor (Polan-
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co-Martínez e López-Martínez, 2023) di R. In breve, il test si basa su simulazioni Monte 
Carlo nella quale viene permutata la variabile dipendente in analisi e mantenuta fissa la 
variabile indipendente. Un valore critico per i coefficienti di correlazione per ciascuna 
finestra mobile è stato inoltre calcolato testando finestre temporali di diversa lunghezza. 
Il coefficiente di correlazione di Pearson è stato calcolato, impostando la significatività 
statistica a p<0,05 (cioè, il 95° quantile del valore critico). Sono state valutate finestre 
temporali di diverse lunghezze, con incrementi di due anni, a partire da un minimo di tre 
anni sino alla durata totale dello studio, e sono stati valutati il coefficiente di correlazione 
e la significatività per ciascuna finestra.

2.3 Analisi delle Pressioni Selettive
L’azione delle pressioni selettive per ciascun dataset (cioè, Europa vs. Asia e Cina vs. 
Thailandia) è stata stimata utilizzando metodi basati sul calcolo della differenza tra i tassi 
di sostituzione non sinonima e sinonima (dN-dS). La presenza e l’intensità della selezione 
diversificante pervasiva ed episodica sono state valutate utilizzando FUBAR (Murrell et 
al., 2013) e MEME (Murrell et al., 2012). Un confronto sito per sito delle forze che agi-
scono su ciascuna posizione amminoacidica della proteina S1 è stato eseguito utilizzando 
il metodo contrast-FEL (Kosakovsky Pond et al., 2021). Questo approccio identifica siti di 
allineamento individuali dove due (o più) insiemi di rami in un albero filogenetico hanno 
rapporti dN/dS differenti. In questo studio, sono stati confrontati i modelli evolutivi di 
Asia vs. Europa e Cina vs. Thailandia. Gli alberi filogenetici richiesti sono stati ricostruiti 
utilizzando IQ-TREE. Il livello di significatività statistica è stato impostato a p<0.05 per 
MEME e una probabilità a posteriori >0.9 per FUBAR. Il valore q corretto per il tasso di 
falsi positivi (FDR) di 0.1 è stato selezionato per contrast-FEL.

2.4 Homology modelling
Per valutare la posizione e la distribuzione dei siti sotto pressione selettiva, la sequenza 
nucleotidica di una subunità S1 di un ceppo rappresentativo GI-19 è stata tradotta a li-
vello amminoacidico, ed è stato utilizzato il server web SWISS-MODEL (Waterhouse et 
al., 2018) per identificare il miglior template con una struttura quaternaria determinata 
sperimentalmente. Lo stesso programma è stato utilizzato per stimare la struttura proteica 
tramite un approccio di homology modelling.

RISULTATI
3.1 Dataset
Un totale di 1802 sequenze GI-19, provenienti da 28 paesi nel periodo 1993-2022, sono 
state incluse nel dataset finale. Di queste, 1612 provenivano da paesi Asiatici e 181 
dall’Europa. Non è stata rilevata alcuna evidenza statisticamente significativa di ricombi-
nazione tra i ceppi inclusi nello studio.
L’analisi filogenetica ha dimostrato un clustering geografico distinto delle sequenze asia-
tiche ed europee, con poche eccezioni. Inoltre, all’interno del cluster asiatico, composto 
principalmente da ceppi cinesi, era presente un cluster monofiletico thailandese (Figura 
1), permettendo la definizione di quattro dataset indipendenti per ulteriori analisi.
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Figura 1. Albero filogenetico a massima verosimiglianza basato sulle sequenze S1 se-
lezionate. Le clade asiatiche, europee e thailandesi sono evidenziate rispettivamente in 
rosso, blu e verde.

3.2 Ricostruzione delle Dinamiche di Popolazione e dell’Evoluzione Virale
La ricostruzione della storia della popolazione dei ceppi asiatici di GI-19 ha indicato 
un’origine relativamente antica, approssimativamente a metà del XX secolo (tMRCA 
medio ottenuto nelle diverse run: 1940.85 [95HPD = 1899.8-1979.7]). L’inferenza sulle 
dinamiche di popolazione ha evidenziato risultati coerenti tra i dataset (Figura 2). È stato 
osservato un aumento progressivo della diversità genetica relativa dal tMRCA fino a circa 
il 2010, con un calo temporaneo intorno al 2000. Successivamente, è continuata una ten-
denza decrescente fino alla fine dello studio.
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Figura 2. Sinistra: media e valori di 95HPD superiori e inferiori della diversità genetica 
relativa (Ne x τ) delle popolazioni GI-19 asiatiche (rosso) ed europee (blu). Destra: media 
e valori di 95HPD superiori e inferiori riportati per ciascun dataset.

Il dataset europeo ha rivelato un’introduzione più recente (circa nel 2005) seguita da 
un’espansione brusca e successivamente da una rapida e marcata diminuzione (Figura 
2). Analizzando solo le sequenze cinesi, il tMRCA stimato e le dinamiche di popolazione 
riflettevano in gran parte l’andamento complessivo asiatico, caratterizzato da un aumento 
progressivo dal tMRCA (media = 1948.64 [95HPD = 1897.12-1980.88]) fino al 2000, 
seguito da un breve declino e poi da un picco maggiore nel 2010, dopo il quale la popo-
lazione virale ha iniziato a diminuire (Figura 3). L’introduzione del virus in Thailandia è 
stata stimata intorno al 2007 [95HPD: 2006.56-2007.94]; la dimensione della popolazione 
virale è aumentata progressivamente, con lievi fluttuazioni fino al 2015, per poi diminuire 
significativamente (Figura 3).
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Figura 3. Rappresentazione della diversità genetica relativa nel tempo del lineage GI-19 
calcolata in base ai dataset cinesi e thailandesi. I valori medi sono rappresentati come una 
linea nera, mentre gli intervalli 95HPD sono mostrati come aree ombreggiate in rosso 
(Cina) o blu (Thailandia).

Il tasso evolutivo complessivo è stato stimato approssimativamente tra 10-3 e 10-4, indi-
pendentemente dal dataset considerato. L’analisi delle correlazioni a finestra mobile tra 
la dimensione della popolazione virale e il tasso evolutivo ha tuttavia evidenziato una 
correlazione positiva e statisticamente significativa, con un aumento del tasso evoluti-
vo corrispondente a dimensioni maggiori della popolazione e viceversa. Tuttavia, que-
sta associazione, sebbene generalmente vera, non ha sempre raggiunto la significatività 
statistica per l’intero periodo considerato e, in alcune brevi finestre temporali, è risultata 
negativa. Valutando finestre di diversa lunghezza, è stata osservata una correlazione più 
forte per intervalli di tempo più brevi in tutti i dataset osservati (Figura 4).
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Figura 4. Risultati dell’analisi dei coefficienti di correlazione tra dimensione della popo-
lazione virale e tasso evolutivo per i dataset a) asiatico, b) europeo, c) cinese e d) thailan-
dese. Per ciascun dataset, il pannello superiore riporta l’andamento (centrato e scalato) 
di entrambe le variabili, mentre in quello inferiore riporta i coefficienti di correlazione 
calcolati per diversi anni e dimensioni della finestra temporale. I coefficienti non stati-
sticamente significativi (livello di confidenza del 95%) sono riportati in bianco. La forza 
della correlazione è stata codificata a colori. Le linee di contorno indicano valori simili dei 
coefficienti di correlazione. Per aumentare la robustezza dei risultati, le analisi sono state 
eseguite a partire da un valore di tMRCA medio.

3.3 Analisi delle Pressioni Selettive
L’analisi FUBAR ha rilevato 25 siti sotto selezione diversificante pervasiva nel dataset 
asiatico e 13 in quello europeo. Tuttavia, utilizzando MEME, sono stati identificati 41 
siti sottoposti a selezione diversificante episodica tra le sequenze asiatiche e 32 tra quelle 
europee (Figura 5). Un numero limitato di codoni è stato trovato sotto la stessa pressione 
in diversi dataset; specificamente, FUBAR ha rilevato i codoni 58, 64, 65, 132, 331 e 389, 
e MEME i codoni 58, 62, 65, 89, 96, 120, 315, 321, 333, 389, 415, 483 e 522.
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Figura 5. Diverse prospettive della struttura quaternaria della proteina spike di IBV. Le 
regioni S1 sono state modificate per evidenziare le diverse caratteristiche delle pressioni 
selettive. a) i siti sotto selezione diversificante episodica nei dataset asiatici (rosso) ed 
europei (blu) sono riportati nel monomero bianco e grigio. Il monomero ocra è stato ripor-
tato per rappresentare la struttura complessiva della spike. b) Lo stesso schema di colori 
è stato utilizzato per confrontare Cina (rosso) e Thailandia (blu). Le immagini sono state 
generate con il server web SWISS-MODEL e modificate con Chimera.

Nonostante il numero maggiore di siti sotto selezione diversificante nel dataset asiatico, 
confrontando dN-dS sito per sito tra i due dataset, quello europeo ha mostrato una forza 
selettiva diversificante complessivamente più forte, specialmente sulla superficie della 
S1 (Figura 6). Questo è stato confermato dall’analisi contrast-FEL, che ha rilevato azioni 
diverse di selezione diversificante in 7 siti. In 5 siti (cioè, 2, 52, 54, 222 e 379), è stato 
stimato un tasso di sostituzione non sinonimo più alto tra i ceppi europei, e in 2 siti (cioè, 
22 e 167) tra quelli asiatici. Anche in questo caso, erano coinvolti siti esposti sulla super-
ficie della S1.
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Figura 6. Diverse prospettive della struttura quaternaria della proteina spike di IBV. Le 
regioni S1 sono state modificate per evidenziare le diverse caratteristiche delle pressioni 
selettive. La differenza dN-dS tra a) Europa e Asia e b) dataset Thailandia e Cina, calcola-
ta utilizzando FUBAR, è riportata utilizzando una scala continua di colori che va da valori 
positivi (rosso) a negativi (blu). 

La valutazione dei dataset cinesi e thailandesi ha rivelato rispettivamente 12 e 31 posi-
zioni della S1 sotto selezione diversificante pervasiva secondo FUBAR, mentre 34 e 20 
sono state stimate sotto selezione diversificante episodica secondo MEME. I siti 39, 58, 
65, 119, 120, 167, 282, 390, 437 e 484 sono stati rilevati da FUBAR in entrambi i dataset, 
mentre 65, 120, 167, 288, 292, 321, 322, 383, 390 e 484 da MEME. È stata rilevata una 
pressione selettiva complessivamente più forte che agisce sulla superficie virale tra i ceppi 
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thailandesi (Figura 6). Di conseguenza, tutti i 18 siti (cioè, 10, 12, 32, 56, 62, 64, 65, 78, 
95, 96, 119, 128, 140, 182, 292, 304, 320 e 323) rilevati sotto selezione diversificante dif-
ferenziale da contrast-FEL erano sotto pressione più forte nel dataset thailandese.

DISCUSSIONE
Storicamente, l’epidemiologia di IBV è stata caratterizzata dall’emergere di nuove va-
rianti genetiche con diversi livelli di virulenza e caratteristiche epidemiologiche. Mentre 
alcune varianti sono rimaste confinate a specifiche regioni geografiche o sono scomparse 
rapidamente, altre hanno dimostrato la capacità di diffondersi su lunghe distanze e di 
mantenere la loro presenza per lunghi periodi (Valastro et al., 2016; Cook et al., 2012; 
Jackwood, 2012). Si ritiene che il lineage GI-19, originatosi in Cina decenni fa, si sia 
successivamente diffuso in altri paesi asiatici, in Europa e in Africa (Franzo et al., 2017). 
Il presente studio non solo conferma l’origine antica di GI-19, ma suggerisce anche un’e-
mergenza ancora più precoce di quanto precedentemente creduto. È interessante notare 
che, nonostante la sua lunga storia e capacità di migrare su lunghe distanze, sia stato 
osservato un forte clustering geografico che separa i ceppi asiatici da quelli europei. In 
contrasto con la notevole dispersione locale, sono stati inferiti rari eventi di introduzione 
a lunga distanza o intercontinentale. Questo modello di distribuzione può essere spiegato 
dalla necessità di contatti relativamente diretti, improbabili tra paesi privi di forti legami 
commerciali o culturali (Houta et al., 2021). È tuttavia interessante sottolineare come sia 
stato identificato una piccola clade asiatico derivante da quello europeo. Sebbene non 
direttamente rilevante per lo scopo di questo studio, questo risultato potrebbe riflettere 
un modello precedentemente osservato per il lineage GI-16 (Q1) di IBV (Franzo et al., 
2018), e le sue implicazioni epidemiologiche e i potenziali sviluppi dovrebbero essere 
considerati e monitorati.
La presenza di tali clustering distinti e l’occorrenza di un clade europeo monofiletico 
(indicativo di un singolo evento di introduzione) hanno permesso l’indagine dei modelli 
evolutivi e delle dinamiche dei ceppi che circolano indipendentemente in ambienti diver-
si. Uno scenario simile era presente anche all’interno dell’Asia, con una ampia clade thai-
landese derivante da quello cinese. Questo doppio confronto ci ha permesso di valutare se 
dinamiche comparabili agiscono localmente e di determinare se la propensione dei virus a 
evolversi sia attribuibile a caratteristiche specifiche del cluster piuttosto che a condizioni 
ambientali o gestionali. Le clade asiatiche ed europee hanno mostrato un tasso evolutivo 
sostanzialmente comparabile. Pertanto, il potenziale evolutivo dei due gruppi può essere 
considerato simile.
Tuttavia, le dinamiche della popolazione virale delle due clade nel tempo differivano si-
gnificativamente. In tutti i dataset generati casualmente, la clade asiatica era caratterizzata 
da un aumento progressivo della dimensione della popolazione (sebbene con una leggera 
fluttuazione intorno al 2000), raggiungendo il picco intorno al 2010, e diminuendo mode-
ratamente successivamente. Questo modello può essere attribuito a una lenta ma costante 
espansione nella popolazione ospite colpita, indicativa di una limitata interconnessione tra 
le località asiatiche (che comporta una lenta dispersione virale) combinata con misure di 
controllo poco efficaci. A sostegno di questa ipotesi, il declino osservato intorno al 2000 
potrebbe essere un effetto indiretto di attività di monitoraggio più efficaci e dell’imple-
mentazione di misure di biosicurezza più rigorose contro l’influenza aviaria (Chen, 2009; 
Sarkar e Bandyopadhyay, 2003). Il successivo rapido aumento della dimensione della 
popolazione di GI-19 potrebbe essere attribuito all’intensificazione dell’industria avicola 
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asiatica, che ha comportato una densità animale più elevata, maggiore movimentazione, 
ecc. Questa intensificazione potrebbe aver creato condizioni favorevoli alla diffusione e 
moltiplicazione del virus, sottolineando la complessa interazione tra pratiche agricole ed 
epidemiologia virale. 
Al contrario, la storia della popolazione europea di GI-19 è stata molto più turbolenta. 
Un forte aumento si è verificato dopo l’introduzione virale, potenziato dalla stretta in-
terconnessione del sistema di produzione avicola e dall’assenza di barriere commerciali 
all’interno del mercato comune europeo. Successivamente, è stato stimato un calo altret-
tanto rapido, probabilmente dovuto all’implementazione di misure di controllo efficaci. In 
Europa, la vaccinazione contro IBV è di routine e, nonostante una straordinaria varietà di 
protocolli applicati in diversi paesi, aziende di produzione o anche allevamenti (Legnardi 
et al., 2020), nella maggior parte dei casi viene utilizzata una vaccinazione eterologa con 
vaccini basati sul genotipo GI-1 (Mass) in combinazione con un altro genotipo (comu-
nemente GI-13, noto anche come 793B). Tali strategie si sono dimostrate efficaci nel 
controllare l’infezione da GI-19 sia in condizioni sperimentali che di campo (Awad et 
al., 2016; Kutle et al., 2020). Inoltre, a partire dal 2015 circa, sono divenuti disponibili e 
applicati costantemente sul campo vaccini omologhi basati su GI-19. La pronta risposta 
del sistema avicolo europeo, motivata dall’impatto che il lineage GI-19 aveva sulla pro-
duzione avicola, ha portato a una riduzione dell’occorrenza di focolai e della circolazione 
virale (Franzo et al., 2016).
Sebbene la vaccinazione contro IBV sia ora comunemente applicata nei paesi asiatici, vi 
sono alcune differenze sostanziali. Inizialmente, l’emergenza e la circolazione di GI-19 
si sono verificate quando strategie di vaccinazione efficaci non erano ancora sviluppate o 
non potevano essere ampiamente applicate in Asia. La persistenza e l’espansione lenta di 
GI-19 possono essere state facilitate dall’esistenza di un settore rurale caratterizzato da 
scarse misure di biosicurezza e gestionali, e da risorse economiche inadeguate. Una valu-
tazione più accurata della situazione in Cina potrebbe fornire migliori dettagli sul rappor-
to tra strategie di controllo ed epidemiologia virale. Il primo vaccino GI-13 (ceppo 4/91) 
è stato introdotto in questo mercato intorno al 2000. Inizialmente, la combinazione 793B 
più Mass era applicata solo ai riproduttori, mentre una bassa percentuale di allevamenti di 
broiler e ovaiole adottava questo approccio, mirando a limitare i costi elevati. Nel 2009, 
è stato introdotto un vaccino basato su GI-13, più economico, che ha progressivamente 
guadagnato quota di mercato in queste categorie. È significativo in tal senso notare che 
un lieve declino della popolazione di GI-19 è stato osservato intorno al 2000, mentre un 
declino persistente era osservabile nella popolazione asiatica (rappresentata in gran parte 
da ceppi cinesi) dopo il 2010. Inoltre, nel 2012, è stato introdotto il primo vaccino QX, 
basato sul ceppo LDT-3 A. 
Tuttavia, è stato solo alla fine del decennio che la strategia di protezione omologa è di-
ventata predominante, con l’introduzione di IB QXL-87 nel 2018 che ha guadagnato la 
maggior parte del mercato. Infine, un nuovo vaccino basato su GI-13 (ceppo 1/96) è stato 
autorizzato nel 2019, dando ulteriore impulso alla campagna di vaccinazione. Un netto 
calo della popolazione virale asiatica è stato osservato nello stesso periodo. Pertanto, 
è altamente probabile che solo l’applicazione sistematica di una vaccinazione omologa 
o eterologa sia stata efficace. Una singola vaccinazione non omologa o una copertura 
parziale della popolazione, anche con una vaccinazione eterologa combinata, risultavano 
probabilmente inefficaci o solamente in grado di rallentare la circolazione virale. 
È interessante notare che il declino virale è stato molto più lento rispetto alle stime euro-
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pee. In Cina, diverse aziende sono passate a vaccini prodotti localmente, meno costosi, 
e hanno diminuito l’intensità e la standardizzazione dell’applicazione della vaccinazione 
per ridurre i costi di vaccinazione, in particolare durante la stagione calda quando la 
percezione dell’intensità della circolazione virale e della malattia è minore. Una tale stra-
tegia si è dimostrata rovinosamente inefficace in Italia in condizioni di campo (Franzo et 
al., 2016). Nonostante lo scenario sopra menzionato non sia rappresentativo dell’intero 
sistema avicolo cinese, la persistenza di tali sacche di protezione subottimale spiega pro-
babilmente la persistenza e la diffusione prolungata del virus. Ulteriore supporto emerge 
dal confronto tra Cina e Thailandia. In Thailandia, i vaccini basati su Mass più 793B sono 
ampiamente applicati (Munyahongse et al., 2020). Di conseguenza, le dinamiche della 
popolazione in questo paese asiatico si sovrappongono a quelle europee, caratterizzate 
da un aumento brusco dopo l’introduzione virale seguito da un declino altrettanto rapido, 
quando la popolazione di GI-19 in Cina era ancora stabile o in aumento. È notevole che la 
vaccinazione omologa basata su GI-19 sia stata applicata per la prima volta in Thailandia 
solo dopo il 2017, a riprova che la vaccinazione eterologa combinata, se applicata am-
piamente e correttamente, può controllare efficacemente il GI-19 in condizioni di campo. 
I diversi ambienti immunitari hanno anche influenzato la forza delle pressioni selettive. 
Nonostante un numero maggiore di siti sotto selezione diversificante pervasiva o episo-
dica sia stato rilevato nelle sequenze asiatiche, quando le pressioni selettive sono state 
confrontate sito per sito, forze più intense agivano sulla subunità S1 dei ceppi europei. 
Sebbene ciò possa sembrare controintuitivo, un numero maggiore di siti sotto selezione 
significativa ma di minore intensità potrebbe essere dovuto a una popolazione virale più 
ampia circolante per lungo tempo in diverse condizioni ambientali, richiedendo l’adatta-
mento a scenari multipli e variabili. Oltre alle differenti strategie di vaccinazione, nume-
rose varianti di IBV sono state segnalate in Cina, contribuendo a un ambiente immunitario 
eterogeneo. Al contrario, le varianti di IBV nonché le condizioni di allevamento sono più 
omogenee in Europa, portando a pressioni più concentrate e più forti. Ad esempio, l’este-
sa somministrazione di vaccini, in particolare quelli omologhi, in una popolazione ani-
male a breve vita potrebbe porre pressioni evolutive più intense ma meno diverse rispetto 
all’immunità naturale (Franzo et al., 2019). È notevole che la maggior parte dei siti sotto 
pressioni diversificanti fosse localizzata nelle regioni ipervariabili e superficiali dell’S1, 
sottolineando il ruolo della pressione immunitaria come motore della variabilità della pro-
teina spike di IBV. L’analisi del clade thailandese supporta questa ipotesi in quanto anche 
in questo caso sono state stimate pressioni selettive più forti. 
Questi risultati sollevano la questione di eventuali effetti collaterali della vaccinazione, fa-
vorendo e condizionando l’evoluzione virale. La presenza di forti pressioni selettive (cioè, 
coefficienti di selezione) è essenziale per l’azione della selezione naturale. Tuttavia, il ruolo 
della dimensione della popolazione non può essere trascurato, poiché la selezione naturale 
agisce principalmente su grandi popolazioni. Valutando la correlazione fra il tasso evolutivo 
e la dimensione della popolazione virale nel tempo, è stata rilevata una correlazione sostan-
zialmente positiva, indipendentemente dal dataset e dal periodo di tempo considerato. In 
altre parole, contenere efficacemente la dimensione della popolazione virale riduce significa-
tivamente il potenziale evolutivo di IBV. Pertanto, una strategia di vaccinazione pianificata 
adeguatamente dovrebbe essere incoraggiata non solo per i suoi benefici clinici immediati, 
ma anche per la capacità di ostacolare l’evoluzione virale nel lungo periodo. Al contrario, 
una vaccinazione inefficace, che consenta la continua circolazione virale in un ‘ambiente 
vaccinato’, dovrebbe essere vista come una grave minaccia nel lungo termine.
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Questo scenario può portare all’emergere di varianti in grado di evadere la risposta immunitaria 
indotta dai vaccini, un fenomeno ampiamente riconosciuto nel contesto della resistenza antimi-
crobica. Una correlazione più elevata è stata generalmente osservata quando si consideravano 
brevi finestre temporali. Questo suggerisce una rapida risposta ai cambiamenti nelle dinamiche 
di popolazione. Sebbene ciò dimostri la flessibilità e il dinamismo dell’evoluzione di IBV (e di 
altri coronavirus), questa evidenza comporta anche delle opportunità, ossia la rapidità nei benefici 
derivanti dall’ottimizzare le strategie di controllo, sia da una prospettiva clinico-economica che 
epidemiologico-evolutiva.
Infine, la presenza di un clustering geografico così forte, con cladi monofiletici che persistono in 
ambienti caratterizzati da pressioni selettive differenziali, dovrebbe essere attentamente monitora-
ta. Similmente a quanto accade negli organismi superiori, dove l’effetto del fondatore, l’isolamen-
to e l’adattamento a nuovi ambienti possono portare a eventi di speciazione, tale compartimenta-
lizzazione potrebbe essere un passo intermedio nell’emergere di nuovi lineage di IBV. Poiché i 
lineage attualmente riconosciuti filogeneticamente sono separati da rami lunghi, indicativi di una 
divergenza antica, l’emergenza in tempo reale di nuovi lineage deve ancora essere osservata e 
rimane una delle principali domande senza risposta nello studio dell’evoluzione di IBV.
Il presente studio affronta la complessa interazione dei determinanti che contribuiscono a pla-
smare l’evoluzione di GI-19 e, probabilmente, di altri ceppi di IBV e coronavirus in generale. La 
struttura e la gestione dei sistemi di allevamento, insieme alle strategie di controllo applicate e alla 
loro variazione nel tempo, hanno influenzato significativamente le dinamiche della popolazione 
di GI-19 e hanno esercitato forze selettive differenziali. Nelle aree in cui è stato possibile imple-
mentare strategie di controllo più intense, omogenee e organizzate, si è ottenuta una diminuzione 
rapida e notevole della circolazione di GI-19, nonostante l’aumento prevedibile delle pressioni 
selettive. Inoltre, queste strategie hanno efficacemente limitato il potenziale evolutivo del virus. 
L’identificazione di cladi monofiletici, determinati geograficamente e in evoluzione sotto diverse 
pressioni selettive, merita ulteriori monitoraggi e indagini poiché potrebbe rappresentare un passo 
cruciale nell’emergenza di nuovi lineage di IBV. Indagare questo processo può aiutare nella com-
prensione dell’evoluzione a lungo termine di questa classe di virus e rappresentare un prerequisito 
per prevenirla.
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Summary
Infectious bronchitis virus (IBV) is one of the most impactful viral pathogens 
to affect the poultry industry, responsible for respiratory, renal and reproducti-
ve syndromes in chickens of all ages and productive types. IBV diagnosis and 
control, pursued by routine vaccination, are hampered by its high mutation rate 
and proneness to recombination, which results in the continuous emergence of 
new variants with diverse features in terms of pathogenicity, tissue tropism, and 
cross-protection. The case of IB80, a strain first described in 2015, is illustrati-
ve of the challenges stemming from this variability. IB80-like strains have been 
described since 2015 in European, Middle Eastern, and Asian countries. Most of 
the detections occurred in layer and breeder flocks and were possibly associated 
with egg production issues, although such a clinical manifestation could not be 
reproduced in experimental settings. Based on S1 sequencing, IB80 falls within 
lineage GVIII-2, and its marked genetic divergence from other circulating strains 
hampers its detection using the commonly applied biomolecular tests. The need 
for dedicated assays hindered our knowledge about the extent of its circulation, 
which has never or rarely been investigated in many productive contexts, inclu-
ding the Italian poultry sector.
Here, we describe the first detection of IB80-like strains in Italy, made possible 
by the development of an in-house GVIII-specific RT-PCR and its subsequent im-
plementation in epidemiological investigations. In April 2024, four strains were 
detected in pools of tracheal or cloacal swabs collected from layer flocks raised in 
the Veneto, Lombardy and Emilia-Romagna regions. Based on partial S1 sequen-
cing, the strains shared a 98.75-99.70% genetic identity and were 96.71-97.34% 
identical to the IB80 prototype strain. The presented results are critical to raise 
the awareness about GVIII-2 presence in Italy, prompting the need for updated 
diagnostic approaches and attentive monitoring.

INTRODUZIONE
La bronchite infettiva (BI) è una patologia virale che può manifestarsi con for-
me respiratorie, renali o riproduttive in polli di tutte le età e categorie produtti-
ve, causando danni ingenti alla produzione avicola. L’endemicità del suo agente 
eziologico, noto come virus della bronchite infettiva (IBV), obbliga ad un ricorso 
pressoché routinario alla vaccinazione, basata primariamente sull’utilizzo di vac-
cini vivi attenuati, e secondariamente sulla somministrazione di vaccini inattivati 
per il boosting immunitario di ovaiole e riproduttori (Jordan, 2017). 
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Essendo un virus a RNA, IBV è contraddistinto da un alto tasso di mutazione, il 
quale, unitamente ad un’elevata propensione alla ricombinazione, causa il con-
tinuo emergere di nuove varianti genetiche, spesso contraddistinte da significa-
tive differenze in termini di patogenicità, tropismo tissutale, cross-protezione e 
distribuzione geografica. Tale variabilità ha profonde implicazioni pratiche sia 
in termini di controllo, richiedendo la frequente somministrazione di più vaccini 
basati su ceppi diversi per garantire una protezione adeguata, sia di approccio 
diagnostico, che deve essere adattato alla situazione epidemiologica locale e pe-
riodicamente aggiornato alla luce dell’evoluzione virale (Legnardi et al., 2020). 
La classificazione genetica attualmente in uso si basa sul sequenziamento del 
gene codificante per la subunità S1 della proteina Spike, la quale svolge un ruolo 
chiave nel determinare l’antigenicità e il tropismo d’ospite e tissutale. Ad oggi, 
sono noti otto diversi genotipi (GI-GVIII), ulteriormente suddivisi in più di trenta 
lineage (GI-1, GI-2, G2-1, ecc.) (Valastro et al., 2016; Chen et al., 2017; Jiang et 
al., 2017; Ma et al., 2019; Petzoldt et al., 2022). 
Tra le novità epidemiologiche più rilevanti degli ultimi anni si annovera la descri-
zione del ceppo IB80, principale esponente del lineage GVIII-2 (Petzoldt et al., 
2022). A partire dal 2015, ceppi IB80-like sono stati descritti in Polonia, Belgio, 
Francia, Germania, Paesi Bassi, Spagna, Ucraina, Lituania, Bielorussia, Russia, 
Kazakistan, Giordania, Arabia Saudita e Filippine (Petzoldt et al., 2022; Romero 
Teieda et al., 2022; Weber et al., 2022, 2023). Petzoldt et al. (2022) hanno ripor-
tato una maggior incidenza in animali a lunga vita (i.e., ovaiole e riproduttori), 
con una possibile associazione con cali dell’ovodeposizione. Un’infezione speri-
mentale condotta per indagare la patogenicità dell’isolato D2860, appartenente a 
GVIII-2, non ha prodotto alcuna sintomatologia (Molenaar et al., 2024), e l’effet-
tivo impatto clinico di tale lineage risulta tuttora non chiarito. A causa dell’ele-
vata diversità genetica rispetto ai lineage più comunemente indagati, la presenza 
di ceppi IB80-like non risulta rilevabile con molte delle metodiche di biologia 
molecolare frequentemente utilizzate per la diagnosi e la caratterizzazione di IBV. 
La necessità di mettere a punto e implementare saggi molecolari dedicati e le 
sue implicazioni in termini di costi, logistica e di interpretazione del dato hanno 
sinora complicato l’esecuzione di approfondimenti epidemiologici, impedendo 
l’accertamento della presenza (o assenza) di IB80 in molti paesi, inclusa l’Italia. 
L’obiettivo del presente contributo è stato quello di ricercare la presenza di ceppi 
IB80-like sul territorio italiano attraverso la validazione e l’implementazione di 
una metodica di RT-PCR specifica per il genotipo GVIII.

MATERIALI E METODI
La presenza di ceppi IB80-like è stata investigata con una metodica di RT-PCR 
in-house specifica per il genotipo GVIII, basata su una coppia di primer disegnata 
a partire dalle sequenze del gene S1 di ceppi GVIII disponibili in GenBank. Le 
analisi sono state svolte con il kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR System 
with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), 
seguendo le indicazioni della ditta produttrice.Successivamente alla validazione, 
tale saggio è stato utilizzato nell’ambito delle attività di ricerca svolte presso il 
Laboratorio di Microbiologia e Malattie Infettive del Dipartimento MAPS dell’U-
niversità di Padova (Legnaro, Italia) per valutare l’epidemiologia di IBV, come 
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parte di un pannello di metodiche selezionate sulla base del contesto epidemio-
logico e delle vaccinazioni adottate. Alla luce del potenziale tropismo e maggior 
impatto dimostrato dai ceppi IB80-like per le tipologie produttive a lunga vita 
(Petzoldt et al., 2022), la metodica GVIII-specifica è stata utilizzata per analiz-
zare tutti i campioni provenienti da allevamenti di ovaiole e riproduttori, che 
consistevano in pool di tamponi tracheali o cloacali. Nel caso venissero riscon-
trati risultati positivi, la porzione del genoma amplificata, lunga 676 nucleotidi 
e compresa tra la posizione 673 e 1348 del gene S1, è stata poi sequenziata con 
metodo Sanger presso i laboratori Macrogen Europe (Milano, Italia) utilizzando 
entrambi i primer. La visualizzazione e il trimming dei cromatogrammi sono stati 
operati con FinchTV (Geospiza, Inc., Seattle, WA, USA), e le sequenze consenso 
sono state generate con ChromasPro (Technelysium Pty Ltd., South Brisbane, 
Australia). Le successive analisi filogenetiche sono state svolte in MEGAX (Ku-
mar et al., 2018).

RISULTATI
Durante il mese di aprile 2024, la metodica GVIII-specifica ha evidenziato quat-
tro positività in allevamenti di ovaiole in Veneto, Lombardia ed Emilia-Romagna. 
I dati anamnestici relativi ai gruppi positivi sono riportati in Tabella 1.

Identificativo Provincia Età (settimane) Tipologia campione Anamnesi

J205 Mantova 37 Tamponi cloacali Sintomi respiratori

J252 Verona 21 Tamponi tracheali Nessun sintomo

J333 Bologna 50 Tamponi tracheali Nessun sintomo

J465 Mantova 29 Tamponi tracheali Calo ovodeposizione

Tabella 1. Dati anamnestici relativi agli allevamenti risultati positivi alla ricerca 
di ceppi IB80-like.

I quattro ceppi italiani erano contraddistinti da un’identità generica compresa tra 
il 98.75% e il 99.70%. L’esecuzione di una ricerca BLAST (Altschul et al., 1990) 
ha evidenziato l’esistenza in GenBank di 20 sequenze con una percentuale di 
identità superiore all’80%, di cui 14 con un coverage completo della porzione del 
gene S1 amplificata (Figura 1). 
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Figura 1. Albero filogenetico illustrante le relazioni filogenetiche tra i ceppi 
IB80-like sequenziati nel presente studio (contrassegnati dal simbolo ●) e le se-
quenze appartenenti al genotipo GVIII reperibili in GenBank. La sequenza di un 
ceppo Mass (lineage GI-1) è stata inserita come outlier. L’albero è stato costruito 
con il modello di sostituzione T92+G, selezionato sulla base del Bayesian infor-
mation criterion (BIC), e 1000 repliche bootstrap. I valori di supporto nodale 
sono mostrati solo se uguali o superiori a 70.

I risultati delle analisi filogenetiche hanno permesso di determinare l’appartenen-
za delle quattro sequenze italiane al lineage GVIII-2, e in particolare ad una cla-
de che comprendeva anche un ceppo identificato in Giordania (identità genetica 
compresa tra il 97.50 e il 98.12%). L’identità genetica con il ceppo IB80, appar-
tenente ad una clade contenente solo sequenze tedesche, era invece compresa tra 
il 96.71 e il 97.34%. 

DISCUSSIONE
I risultati delle analisi filogenetiche hanno permesso di confermare la presenza di 
ceppi GVIII-2 in Italia. Nonostante si tratti della prima segnalazione in tal senso, 
tale novità epidemiologica è probabilmente da ascrivere al mancato (o limitato) 
utilizzo di metodiche in grado di rilevarli piuttosto che ad una loro recente intro-
duzione nel nostro territorio.
Gli stipiti identificati hanno mostrato un’elevata identità reciproca, che ha per-
messo di definire una clade separata rispetto ai ceppi dello stesso lineage ritrovati 
in altre parti d’Europa. Curiosamente, la sequenza genetica più vicina è risultata 
provenire dalla Giordania, sebbene il basso numero di sequenze GVIII disponibili 
nei database pubblici limita le conclusioni epidemiologiche che si possono trarre 
dalla filogenesi.
Confermando quanto già segnalato nella letteratura attualmente disponibile (Pet-
zoldt et al., 2022), i ceppi GVIII-2 sono stati identificati in gruppi di ovaiole, ma 
la possibilità che essi circolino anche in altri comparti produttivi risulta tuttora 
da indagare. Inoltre, la sintomatologia segnalata nei quattro allevamenti positivi 
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non è risultata univoca, con due gruppi di animali asintomatici, uno interessato da 
problemi respiratori e il rimanente da un calo dell’ovodeposizione. Conseguente-
mente, non è stato possibile confermare l’impatto clinico e produttivo dei ceppi 
identificati. Tali interrogativi, uniti all’effettiva entità della circolazione di ceppi 
GVIII-2 in Italia, richiederanno studi dedicati, auspicabilmente favoriti da questa 
prima segnalazione.

CONCLUSIONI
La prima identificazione, qui riportata, di ceppi GVIII-2 in Italia risulta di grande 
rilevanza pratica, in quanto evidenzia la necessità di aggiornare gli approcci dia-
gnostici attualmente utilizzati nei confronti di IBV a livello nazionale. Solo col 
ricorso a metodiche specifiche risulterà infatti possibile confermare la presenza 
(così come l’assenza) di tale lineage. 
Il presente studio va tuttavia considerato solo il primo passo di una ricerca più 
ampia volta a chiarire i molti interrogativi che tuttora permangono su questo line-
age emergente, tra cui la sua reale prevalenza, l’areale di circolazione e l’effettivo 
impatto clinico ed economico.
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Summary
A PCR survey was conducted in an Italian amateur parrot breeding facility to in-
vestigate the circulation of adenoviruses and their molecular characteristics. Eighty 
psittacine birds, representing seven different parrot species, were sampled by cloacal 
swabs and fifteen livers were collected from deceased specimens. Out of 95 samples 
collected, 72 tested positive by a universal PCR targeting the pol gene, for Adenovir-
idae family, with a prevalence rate of 75.8%. All seven psittacine species tested pos-
itive for at least one adenovirus genus; for the first time an adenovirus was detected 
in the hooded parrot (Psephotellus dissimilis). Sequence and phylogenetic analysis 
of positive samples revealed the presence of psittacine adenovirus 2 in 57 samples, 
duck adenovirus 1 in 7 samples and psittacine adenovirus 5 in 2 samples. The adeno-
viruses detected in the remaining six positive samples exhibited low nucleotide and 
amino acid identity with sequences currently available in the GenBank® database, 
indicating the presence of unclassified adenovirus types. Further investigations are 
needed to better understand the pathological role of adenovirus in psittacine birds. 

INTRODUZIONE
Tra le malattie trasmissibili che colpiscono gli psittacidi allevati in cattività, le infe-
zioni virali sono piuttosto frequenti e di difficile controllo (Katoh et al., 2010). Fra 
queste, quelle da adenovirus (AdVs) causano infezioni prevalentemente subcliniche 
(Athukorala et al., 2021) o con sintomatologia non specifica (Hulbert et al., 2015). 
La presenza di AdVs è stata associata a lesioni agli organi interni ed all’apparato 
respiratorio (Wellehan et al., 2009; Yang et al., 2019). 
Gli adenovirus presentano un capside icosaedrico e sono caratterizzati da un genoma 
di DNA lineare a doppio filamento di 25-48 kb di lunghezza (Benkő et al., 2022). La 
famiglia Adenoviridae include sei generi. Virus appartenenti ai generi Atadenovirus, 
Aviadenovirus e Siadenovirus sono riportati in tutto il mondo negli uccelli domestici 
e selvatici (Fitzgerald 2020). 
Alcuni AdVs aviari sono patogeni primari, quali il virus dell’enterite emorragica 
del tacchino (Rautenschlein et al., 2020), il virus della bronchite del colino della 
Virginia (Reed e Jack 2020) e il virus della sindrome del calo dell’ovodeposizione 
(Smyth 2020). Altri, come precedentemente detto, causano infezioni subcliniche che 
possono manifestarsi clinicamente in presenza di fattori stressanti o co-infezioni con 
virus immunosoppressivi (Mori et al., 1989; Phalen et al., 2019; Yang et al., 2019).
Nel presente studio è stato campionato un allevamento amatoriale di psittacidi con 
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l’obiettivo di svolgere una indagine molecolare sulla circolazione di adenovirus, me-
diante PCR ed analisi di sequenza. 

MATERIALI E METODI
Allevamento di psittacidi e campionamento
Lo studio è stato condotto in un allevamento amatoriale di psittacidi situato nella 
provincia di Como. Al momento del campionamento, ottanta pappagalli erano ospi-
tati a coppie o gruppi in gabbie o voliere di varie dimensioni. Le sette specie allevate 
erano: inseparabile facciarosa (Agapornis roseicollis), kakariki fronte rossa (Cyano-
ramphus novaezelandiae), parrocchetto di Bourke (Neopsephotus bourkii), calopsitta 
(Nymphicus hollandicus), pappagallo monaco (Psephotellus dissimilis), parrocchetto 
dal groppone rosso (Psephotus haematonotus) e parrocchetto dal collare (Psittacula 
krameri). 
In totale sono stati raccolti 95 campioni, 80 tamponi cloacali dai soggetti in vita e 
15 campioni di fegati da soggetti rinvenuti morti nel periodo gennaio-agosto 2022. I 
campioni sono stati conservati a -22°C ± 3°C fino al momento della processazione.

Processazione dei campioni ed estrazione del DNA
Il DNA è stato estratto dal surnatante ottenuto dopo immersione dei tamponi clo-
acali in 400 μl di soluzione sterile di fosfato tamponato (PBS) 1X e da 25 mg da 
campioni di fegato sottoposti ad omogeneizzazione, utilizzando il kit commerciale 
NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Düren, Germania) e 
seguendo le indicazioni della casa produttrice. 

Nested PCR per AdVs e sequenziamento
Il DNA estratto è stato testato per adenovirus utilizzando il protocollo di nested PCR 
descritto da Wellehan et al., (2004) e disegnato sul gene pol. Gli amplificati ottenuti 
sono stati purificati utilizzando l’enzima ExoSAP-IT™ Express PCR Product Clea-
nup (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, MA, USA) e successivamente sequen-
ziati presso Macrogen Europe (Milano, Italia).

Analisi di sequenza e analisi filogenetica
Le sequenze nucleotidiche ottenute sono state identificate utilizzando il tool di omo-
logia BLAST (Johnson et al., 2008) sul portale NCBI (National Center for Biotech-
nology Information). In seguito, sono state assemblate utilizzando il software Bioedit 
Sequence Alignment Editor, versione 7.2.5.0 (Tom Hall, Ibis Therapeutics, Carlsbad, 
CA, USA), quindi allineate e confrontate, utilizzando il software Clustal W (Thomp-
son et al., 1994), con sequenze omologhe presenti nel database GenBank®. Infine, 
utilizzando l’algoritmo Maximum Likelihood in MEGA X (Kumar et al., 2018) è 
stata eseguita l’analisi filogenetica. I valori di bootstrap, ottenuti con 1000 replicati, 
sono stati considerati significativi quando uguali o superiori a 70 (Hillis e Bull 1993). 

RISULTATI
I risultati della nested PCR condotta sui tamponi cloacali sono mostrati nella Tabella 
1. La presenza di adenovirus è stata rilevata in 63 campioni, con una prevalenza del 
78,8%. L’analisi di sequenza ha permesso caratterizzare 61 adenovirus a livello di 
genere e tipo:
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- PsAdV-2 (psittacine adenovirus 2) (53/63); 
- PsAdV-5 (psittacine adenovirus 5) (2/63);
- DAdV-1 (duck adenovirus 1) (6/63).
Mentre non è stato possibile classificare due adenovirus evidenziati in due parroc-
chetti dal groppone rosso, per la loro scarsa identità nucleotidica con le sequenze di 
riferimento dei tipi di adenovirus sino ad oggi conosciuti 

Specie campionate N° 
animali

AdVs 
PCR 
positivi

Classificazione 

N° % positività Siadenovirus Atadenovirus Non classificato
PsAdV-2 PsAdV-5 DAdV-1

Agapornis roseicollis 14 9 64.3% 6 2 1 -
Cyanoramphus 
novaezelandiae

41 38 92.7% 37 - 1 -

Nymphicus hollandicus 12 7 58.3% 5 - 2 -
Psephotellus dissimilis 3 3 100% 3 - - -
Psephotus haematonotus 4 3 75% 1 - - 2
Psittacula krameri 6 3 50% 1 - 2 -
totale 80 63 78.8% 53 (84.1%) 2 (3.2%) 6 (9.5%) 2 (3.2%)

Tabella 1. Risultati della nested PCR condotta sui tamponi cloacali e classificazione 
basata su BLAST.

I risultati della nested PCR eseguita su campioni di fegato sono riportati in Tabella 2. 
Nove su quindici (60%) campioni sono risultati positivi ad adenovirus. L’analisi di 
sequenza ha permesso di classificarne 5/9:
- PsAdV-2 (4/9) 
- DAdV-1 (1/9)  
Analogamente a quanto riscontrato durante la classificazione dei virus evidenziati nei 
tamponi cloacali, per la loro scarsa identità nucleotidica con le sequenze di riferimento 
dei tipi di adenovirus conosciuti, non è stato possibile classificare 4 degli adenovirus 
evidenziati da fegati di parrocchetti di Bourke e kakariki fronte rossa

Specie campionate N°
animali

AdVs 
PCR
positivi

Classificazione

N° % positività Siadenovirus Atadenovirus Non classificato
PsAdV-2 DAdV-1

Agapornis roseicollis 2 1 50% - 1 -
Cyanoramphus 
novaezelandiae

9 6 66.7% 3 - 3

Neopsephotus bourkii 2 2 100% 1 - 1
Psephotellus dissimilis 1 0 - - - -
Psittacula krameri 1 0 - - - -
totale 15 9 60% 4 (44.4%) 1 (11.2%) 4 (44.4%)

Tabella 2. Risultati della nested PCR condotta sui fegati e classificazione basata su 
BLAST.
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L’analisi filogenetica ha confermato la classificazione ottenuta mediante analisi di se-
quenza e assegnato il genere ai virus non tipizzati all’analisi di sequenza (Figura 1).

Figura 1. Albero filogenetico basato su sequenze nucleotidiche parziali del gene pol 
di adenovirus ottenute in questo studio (contrassegnati da un cerchio e selezionati uno 
per cluster), ceppi di riferimento di AdVs di psittacidi (in grassetto) e ceppi di riferi-
mento non di psittacidi recuperati da GenBank®. Tipi e generi sono indicati a destra 
dell’albero. Vengono riportati solo i valori di bootstrap ≥ 70.
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DISCUSSIONE e CONCLUSIONI
Questo studio riporta per la prima volta la caratterizzazione molecolare di adenovirus 
circolanti in psittacidi allevati in Italia. I risultati hanno mostrato elevata prevalenza 
virale ed eterogeneità genetica.
Tutte le specie di psittacidi presenti in allevamento sono risultate positive ad almeno un 
adenovirus, nello specifico ai tipi PsAdV-2 e PsAdV-5 (genere Siadenovirus) o al tipo 
DAdV-1 (genere Atadenovirus).
Sono stati evidenziati inoltre AdVs non classificabili nei tipi sino ad oggi conosciuti; 
per ottenere una classificazione definitiva sarà necessario il sequenziamento dell’intero 
genoma ed eventualmente l’isolamento virale.
Ulteriori studi saranno necessari per comprendere quale ruolo patogeno giocano gli 
adenovirus negli psittacidi.
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Summary
Untargeted metabolomic profiling, by ambient mass spectrometry and chemometric to-
ols, has made a dramatic impact on human disease detection. In a similar vein, this stu-
dy attempted the translation of this clinical human disease experience to farmed poultry 
for precise veterinary diagnosis. As a proof of principle, in this diagnostic/prognostic 
study, direct analysis in real time high resolution mass spectrometry (DART-HRMS) 
was used in an untargeted manner to analyze fresh tissues (abdominal fat, leg skin, li-
ver, and leg muscle) of pigmented and non-pigmented broilers to investigate the causes 
of lack of pigmentation in an industrial poultry farm. Afterwards, statistical analysis 
was applied to the DART-HRMS data to retrieve the molecular features that codified 
for two broiler groups, i.e., properly pigmented and non-pigmented broilers. Higher 
abundance of oxidized lipids, high abundance of oxidized bile derivatives, and lower 
levels of tocopherol isomers (Vitamin E) and retinol (Vitamin A) were captured in 
non-pigmented than in pigmented broilers. In this study, the DART-HRMS system 
performed well in retrieving valuable chemical information from broilers that explai-
ned the differences between the two groups of broilers in absorption of xanthophylls 
and the subsequent lack of proper broiler pigmentation in affected broilers. The results 
suggest this technology could be useful in providing near real-time feedback to aid in 
veterinary decision-making in poultry farming.

INTRODUZIONE 
Nel settore avicolo, la gestione delle caratteristiche genetiche, ambientali e alimentari, 
facilitano la fornitura di grandi quantità di prodotti a basso costo, altamente standardiz-
zati e ricchi in proteine.
La genetica dei polli broiler, polli da carne, è stabile e altamente efficace nel breve 
termine. Gli ingredienti del mangime per questi polli subiscono modifiche di prezzo 
in base alle fluttuazioni di mercato (Abo Ghanima et al., 2023) e questo porta ad un 
alzamento del costo del mangime totale che può determinare la sostituzione di alcuni 
componenti nella razione. Mentre il rapporto energetico non subisce variazioni e l’am-
montare totale di grassi, proteine e fibre è mantenuto costante, le frazioni dei principali 
nutrienti (grassi saturi, grassi polinsaturi, carboidrati etc.) può variare (Chrystal et al., 
2020; Maharjan et al., 2021; Massuquetto et al., 2020; Wickramasuriya et al., 2021). 
In alcuni casi, un controllo approssimativo di queste macro-categorie di nutrienti è 
insufficiente per scongiurare problemi intestinali che possono ledere il metabolismo 
energetico e influenzando la capacità di assorbimento intestinale (Adedokun e Olojede, 
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2019; Fanatico et al., 2008; Güz et al., 2022).
I cambiamenti dei nutrienti e altri fattori esogeni quali patogeni, tossine, alterazioni 
delle condizioni ambientali, possono alterare l’equilibrio fisiologico dell’animale e di 
conseguenza l’equilibrio omeostatico. In alcuni casi la persistenza di disordini meta-
bolici non può essere compensata dai meccanismi di riequilibrio omeostatici messi in 
atto dall’animale stesso e ne consegue l’instaurazione di uno stato patologico persi-
stente (Chrystal et al., 2020). Il collasso o le forti alterazioni del sistema omeostatico 
dell’animale possono determinare cambiamenti nel prodotto finito (pollo, carne, uova) 
e incidono sul ritorno economico del produttore. 
L’approccio medico-veterinario si concentra su: i) dimostrare lo stato patologico, ii) 
evidenziarne la causa principale e iii) suggerire le condizioni corrette per ripristinare 
le condizioni omeostatiche desiderabili. I veterinari generalmente prescrivono farmaci 
mirati da aggiungere alle porzioni di mangime ma, nonostante questo approccio sia ef-
ficace per alcune problematiche (malattie infettive), sono necessarie nuove tecnologie 
per individuare le contromisure appropriate.
La maggior parte delle tecniche diagnostiche in vitro coinvolge saggi immunologici 
per determinare e quantificare l’analita e/o il biomarcatore e/o il potenziale patogeno 
ma alcune limitazioni di queste tecniche tradizionali come la cross-reattività, la bassa 
sensibilità, il range dinamico limitato, l’analisi di marker metabolici predefiniti, impo-
ne un cambiamento immediato del ritmo di allevamento che rende difficile preservare 
la normale produzione e i guadagni economici.
Gli impatti economici delle malattie non trattate nei sistemi di produzione del pollame 
sono variabili e non sempre risulta possibile determinare il danno economico ma si 
assume che se la crescita dei polli è rallentata si osserverà una perdita anche in termini 
economici (Jones et al., 2019). In questo scenario è necessario implementare interventi 
rapidi per ridurre le perdite e preservare la produzione e il ritorno economico (Jones et 
al., 2019). 
Si può affermare che l’intercettazione rapida dei problemi metabolici è fondamentale 
e la necessità di questi metodi diagnostici veterinari rapidi e accurati nella produzione 
avicola pone nuove sfide per la medicina veterinaria di laboratorio.
La sostenibilità, la precisione e le tecnologie intelligenti saranno i pilastri degli alle-
vamenti avicoli del futuro, nonostante il modello di allevamento di precisione (PLF) 
sia ancora alle prime fasi di sviluppo. Lo sviluppo di questo modello di allevamento 
di precisione (PLF) chiede l’applicazione sul campo di tecnologie intelligenti come i 
sistemi di allerta precoce di malattia (Zhuang et al., 2018) e l’alimentazione precisa  
(Girard et al., 2017).
Con l’avvento dei processi tecnologici di visualizzazione e degli algoritmi di machine 
learning, potrà essere possibile monitorare in tempo reale lo stato di salute del pollame 
prevenendo così focolai di malattie su larga scala (Zhuang et al., 2018). In contempo-
ranea, l’alimentazione potrà prevenire la deplumazione e la denutrizione (Girard et al., 
2017) e darà informazioni sul comportamento alimentare (Aydin e Berckmans, 2016).
Recenti studi di ambient mass spectrometry nell’ambito della diagnostica umana (King 
et al., 2023) pongono le basi per un’applicazione simile in medicina veterinaria (Poz-
zato et al., 2020; Tata et al., 2021; Zacometti et al., 2023).
I metodi basati sulla ambient mass spectrometry consentono un’analisi specifica di bio-
marcatori con adeguata rapidità e alta sensibilità (Ifa e Eberlin, 2016). Il termine am-
bient mass spectrometry si riferisce a una varietà di tecniche ionizzanti che richiedono 
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una preparazione del campione minima o nulla e sono caratterizzate da accoppiamento 
diretto agli spettrometri di massa nell’aria atmosferica (Clendinen et. al., 2019). 
In questo contesto, l’analisi metabolomica dei tessuti umani mediante l’ambient mass 
spectrometry fornisce utili informazioni le quali sono paragonabili alle informazioni 
dei tessuti animali, specialmente per quanto riguarda la rilevazione dei cambiamenti 
metabolici nelle fasi iniziali di una malattia. 
Nella diagnosi clinica umana, i metodi di ambient mass spectrometry svolgono un ruo-
lo importante nella diagnosi precoce (Ferreira et al., 2016), guidano la selezione della 
terapia (Porcari et al., 2018), monitorano la progressione della malattia (Johno et al., 
2018) e orientano la terapia personalizzata (Bravo-Veyrat & Hopfgartner, 2022).
Recentemente, diversi sforzi sono stati fatti per tradurre in futuro i metodi di ambient 
mass spectrometry dalla ricerca alla clinica (Dehoog et al., 2023; Fiorante et al., 2024; 
Woolman et al., 2021; Zhang et al., 2021). Al di là della diagnostica umana (Woolman 
et al., 2021), piccoli tentativi sono stati fatti anche nell’ambito veterinario (Massaro et 
al., 2023; Tata et al., 2021b).
Questo risultato è stato possibile grazie all’applicazione congiunta della ambient mass 
spectrometry e dell’analisi statistica. L’analisi statistica multivariata permette di elabo-
rare i complessi dati forniti dalla spettrometria di massa. La combinazione di spettro-
metria di massa e statistica permette di identificare i metaboliti alterati associati a una 
alterazione metabolica patologica e può rispondere alla domanda diagnostica del medi-
co o del veterinario. In altre parole, i metodi di analisi statistica possono individuare i 
metaboliti discriminanti che caratterizzano tipi di tessuti malati in termini di variazioni 
delle piccole molecole legate a cascate metaboliche alterate (Katz et al., 2021). 
Sfruttando la stretta connessione tra le alterazioni del metabolismo e lo sviluppo delle 
malattie, l’ambient mass spectrometry accoppiata all’analisi statistica sta avendo un im-
patto significativo sul rilevamento delle malattie umane. Sulla stessa lunghezza d’onda, 
questo studio pilota, focalizzato sulla rapida risoluzione di una carenza di assorbimento 
del pigmento nei polli broiler di un’azienda avicola ben consolidata in Italia, ha mostra-
to l’utilità della ambient mass spectrometry nel monitoraggio dei dismetabolismi legati 
a mutamenti dell’alimentazione.
La maggior parte dei consumatori e di conseguenza anche i distributori al dettaglio su 
larga scala, preferisce la carne di pollame pigmentata perché deducono che il colore 
indichi uno stato di salute ottimale (Sunde, 1992).
L’aggiunta di pigmenti naturali, come xantofille (carotenoidi naturali con attività di 
vitamina A) nel mangime, è una pratica comune nell’industria avicola. 
Le xantofille responsabili della pigmentazione industriale delle avicole sono la luteina 
e la zeaxantina (entrambi carotenoidi), estratti dai petali del fiore di Tagetes e assorbiti 
nella loro forma libera (Hencken, 1992), mentre i grassi alimentari con gli acidi grassi 
saturi facilitano la bioaccessibilità delle xantofille attraverso la formazione di micelle 
miste (Gleize et al., 2013). 
Gli animali assorbono questi pigmenti dallo loro dieta e, una volta ingeriti, i composti 
sono trasportati e accumulati nello strato adiposo sottocutaneo, nei muscoli pettorali, 
nei muscoli delle zampe, nella pelle e negli spazi tra le dita mentre il fegato immagaz-
zina qualsiasi eccesso di xantofille. 
L’efficienza di pigmentazione è determinata da quanto del carotenoide ingerito, viene 
assorbito dall’intestino e depositato nei tessuti bersaglio. Tale processo è generalmente 
ridotto negli avicoli da infezioni intestinali (Tyczkowski et al., 1991) o problemi di 
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stress ossidativo (Hencken, 1992).
L’obiettivo principale di questo studio è valutare la capacità dell’ambient mass spectro-
metry nell’individuare le cause del dismetabolismo che portano alla mancanza di pig-
mentazione. Lo studio ha permesso di risolvere rapidamente i problemi legati all’assor-
bimento delle xantofille e successivamente correggere la pigmentazione difettosa nei 
polli broiler in un allevamento avicolo situato nel Nord-Est dell’Italia.

MATERIALI E METODI
Metabolomica mediante DART-HRMS dei tessuti
Una quantità pari a 1g di ciascun tessuto omogeneizzato (adipe addominale pigmentato 
e non, pelle della coscia, fegato e muscoli della gamba di polli pigmentati e non pigmen-
tati) è stato estratto utilizzando 10 ml di acetato di etile (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, 
USA), agitato per 30 secondi e sonicato per 15 minuti. 
Il campione estratto ottenuto è stato centrifugato per 5 minuti a 12000× g e 1 mL del 
supernatante è stato trasferito in un nuovo tubo di plastica.
L’analisi metabolomica degli estratti è stata eseguita utilizzando una sorgente DART 
SVP 100 (IonSense, Saugus, USA) accoppiata a uno spettrometro di massa Orbitrap 
Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Un volume di 5 μL di ciascun 
estratto è stato depositato su capillari di vetro inseriti in un autocampionatore Dip-it® 
(IonSense, Saugus, MA, USA). Successivamente, i capillari, con gli estratti essiccati 
all’aria, sono stati automaticamente spostati dall’autocampionatore a una velocità co-
stante di 0,3 mm/s di fronte allo spettrometro di massa Orbitrap.
I parametri del DART e dell’analizzatore Orbitrap sono stati descritti precedentemente 
(Massaro et al., 2021). La risoluzione dello spettrometro di massa è stata settata a 70000 
FWHI  era 75-1125Da in modalità ionizzante positiva. È stata testata anche la modalità 
ionizzante negativa ma non ha fornito dati utili. Gli estratti sono stati analizzati in tri-
plicato e gli spettri sono stati convertiti in formato .csv come descritto precedentemente 
(Tata et al., 2022). La ripetibilità dei tre spettri è stata testata tramite similarità del co-
seno. I valori m/z sono stati provvisoriamente assegnati interrogando il database online 
human metabolome database www.hmdb.ca, considerando un errore di massa ≤ 5 ppm.

Analisi statistica
I dati ottenuti dall’analisi DART-HRMS sono stati pre-processati e analizzati statistica-
mente utilizzando il software statistico R 4.0.2 e il portale di statistica MetaboAnalyst 
5.0. Gli isotopi degli ioni sono stati rimossi e gli spettri risultanti sono stati allineati 
utilizzando codici R sviluppati internamente. 
Successivamente i dati sono stati filtrati in base al valore medio di intensità e normaliz-
zati mediante trasformazione logaritmica in base 10 (log10). I dati del DART-HRMS 
pre-processati sono stati valutati mediante analisi statistica univariata. A tal fine, è stato 
costruito un vulcano plot per visualizzare i p-value risultanti dal test t non parametri-
co con valore p aggiustato per il tasso di falsi positivi (FDR) (-log10p) e fold-change 
(log2FC). Gli ioni con un p-value aggiustato inferiore a 0.05 e con un valore di FC 
maggiore di 2 o minore di 0.5 sono stati considerati statisticamente significativi. 

RISULTATI
Analisi metabolomica mediante DART-HRMS
Una rapida analisi statistica univariata effettuata sui profili metabolici dei tessuti, ha 
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indicato differenze nell’abbondanza relativa di alcuni metaboliti tra broiler pigmentati 
e non pigmentati (Figure 2-5). Tra questi sono stati identificati alti livelli di α-tocof-
erolo, acido arachidonico, acido stearico, acido oleico, γ-tocoferolo e β-tocoferolo, i 
quali sono considerati biomarcatori metabolici di pigmentazione sufficiente nel grasso 
addominale degli animali pigmentati (Figura 1) mentre la xantina, un prodotto del ca-
tabolismo delle purine, è stata identificata come biomarcatore del grasso addominale 
dei broiler non pigmentati. La pelle non pigmentata era caratterizzata da una mag-
giore abbondanza relativa dei seguenti metaboliti ossidati: 3-ossoundecanoilcarnitina, 
idrossipentadecanoilcarnitina (un marcatore di metabolismo lipidico alterato) (https://
hmdb.ca/Metabolites/HMDB0061641) e dei monoacilgliceroli ossidati MG(18:1)-O e 
MG(18:3)-OH (Figura 2).Sono stati osservati anche alti livelli di menachinone (vita-
mina K2), α-tocoferolo (vitamina E), retinolo (vitamina A) e tirosil-metionina/metionil 
tirosina nella traccia metabolica dei fegati di broiler pigmentati rispetto a quelli non 
pigmentati (Figura 3). Nei fegati dei broiler non pigmentati, sono state rilevate elevate 
quantità di colecalciferolo disidratato (un derivato della vitamina D3), acidi biliari di-
idrossi e tetraidrossi, acido fosfatidico ossidato (PA(42:2)-OH) e il marcatore di meta-
bolismo lipidico alterato, 3-idrossiarachidonoylcarnitina (Figura 3).I profili metabolici 
dei muscoli delle zampe, nei broiler pigmentati, erano caratterizzati da un’alta abbon-
danza relativa di idrossi-α-tocoferolo, γ-tocoferolo, idrossi-sitocalciferolo (conosciuto 
anche come idrossi-vitamina d5) e idrossi-γ-tocoferolo. D’altra parte, i diacilgliceroli 
idrossilati DG(36:4)-OH e DG(36:3)-OH sono stati assegnati come biomarcatori si-
gnificativi dei muscoli delle zampe nei broiler non pigmentati (Figura 4). In sintesi, 
sono stati misurati alti livelli di tocoferolo antiossidante (vitamina E) nei tessuti degli 
animali pigmentati, elevati livelli di lipidi ossidati e vitamine A e K, così come derivati 
degli acidi biliari e della vitamina D nei tessuti dei broiler non pigmentati. Inoltre, bio-
marcatori carniticini responsabili di un metabolismo lipidico alterato sono stati osser-
vati anche nel fegato e nella pelle delle zampe degli animali non pigmentati (tabella 1).

DISCUSSIONE
Questo studio pilota presenta strategie innovative basate sulla metabolomica per l’im-
plementazione e l’ottimizzazione dell’attività diagnostica applicata alla filiera avicola. 
Questo approccio diagnostico innovativo ha fornito risultati utili per gestire l’improv-
visa comparsa di non pigmentazione della carne  in un allevamento avicolo.
I profili metabolici dei quattro tessuti selezionati ha fornito indizi per comprendere 
l’eterogeneità della pigmentazione tra la popolazione di polli broiler e ha anche aiutato 
a: i) decifrare il possibile ruolo della dieta nella mancanza di assorbimento delle xanto-
fille, ii) scoprire carenze metaboliche nei disturbi metabolici intestinali, e iii) risolvere 
il problema della pigmentazione.
Sono state osservate elevate abbondanze di lipidi ossidati, acidi biliari idrossilati e de-
rivati basati sulla carnitina, nonché bassi livelli di antiossidanti come tocoferolo (Vita-
mina E) e retinolo (Vitamina A) nei tessuti dei polli non pigmentati.
Si può ipotizzare che le linee di alimentazione posizionate lungo l’intero capannone, 
non distribuiscano omogeneamente i grani più fini del mangime nella parte terminale 
del capannone i quali sono più soggetti all’ossidazione. Unitamente al comporta-
mento gerarchico dei polli, alcuni animali potrebbero assumere una grande quantità 
di mangime non ossidato, mentre altri potrebbero ricevere una quantità inferiore 
che, associata all’ossidazione dei grani più fini, potrebbe causare adsorbimento delle 
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xantofille e quindi la decolorazione.
In sintesi, diversi livelli di assunzione di mangime ossidato, uniti alla gerarchia nutri-
zionale, sembrano aver determinato i diversi gradi di pigmentazione nella popolazione 
di polli broiler. 
La valutazione dei risultati ha portato all’aggiunta di antiossidanti nella dieta dei polli, 
risolvendo così i problemi di pigmentazione nell’allevamento avicolo. È importante 
notare che, in questo caso specifico, l’analisi metabolica del fegato da sola avrebbe 
potuto fornire tutte le intuizioni formulate. 
Lo studio ha fornito dati che hanno permesso alla direzione dell’allevamento di: i) au-
mentare la quantità di vitamina E somministrata per compensare l’ossidazione dei lipi-
di osservata nei tessuti, ii) valutare la possibilità di ripristinare l’uso dell’olio di girasole 
nel mangime, iii) migliorare il controllo della granulazione del mangime per prevenire 
l’ossidazione (i grani piccoli e fini (≤2 mm) si ossidano più velocemente dei grani più 
grandi (>2 mm)), e iv) valutare l’uso di emulsionanti antiossidanti nel mangime.
Sulla base dei dati ottenuti e dei recenti cambiamenti nella formulazione del mangime 
(Jagtap et al., 2022), si ipotizza che la causa della mancanza di pigmentazione possa 
essere attribuita anche allo stress ossidativo legato al cambiamento dei componenti 
dell’olio nel mangime, che è passato dall’olio di girasole all’olio di soia. 
La composizione della dieta è una causa ben nota di stress ossidativo (Desbruslais e 
Wealleans, 2022; Fellenberg e Speisky, 2006).
Il consumo di lipidi ossidati attraverso la dieta influisce negativamente sulle prestazioni 
dei polli broiler (Engberg et al., 1996), causando danni alle membrane, influenzando la 
morfologia della struttura intestinale e riducendo le capacità di assorbimento intestinale 
(Engberg et al., 1996; Englmaierovà et al., 2011; Ruiz et al., 1999). La reazione dei ra-
dicali liberi con i PUFA innesca un processo a catena noto come perossidazione lipidica 
e l’irrancidimento degli  alimenti (Lima & Abdalla, 2001). L’aggiunta di vitamina E 
migliora la stabilità del mangime (Mohiti-Asli e Ghanaatparast-Rashti, 2018). Come 
dimostrato in questo studio, l’integrazione dietetica di vitamina E ha significativamen-
te ridotto l’ossidazione dei lipidi nei muscoli della coscia e del petto dei polli broiler 
alimentati con una dieta contenente olio di soia (Mohiti-Asli e Ghanaatparast-Rashti, 
2018). 
L’effetto antiossidante dei carotenoidi richiede la presenza di vitamina E nei tessuti 
(Ruiz et al., 1999). È stato studiato l’effetto del β-carotene e della vitamina E sulla 
stabilità ossidativa nella carne della coscia dei polli broiler alimentati con diverse tipo-
logie di grassi, dimostrando che l’assorbimento dei carotenoidi è legato al tipo di grasso 
nella dieta e alla quantità di vitamina E.  
La bioaccessibilità dei pigmenti naturali è facilitata dalla loro solubilizzazione nelle 
micelle ricche di acidi grassi saturi (Reboul E., 2019). Infatti, la bioaccessibilità dei ca-
rotenoidi è definita dalla percentuale di grassi saturi presenti nelle micelle miste (Mol-
teni et al., 2022), quindi una dieta ricca di PUFA limita la solubilizzazione dei pigmenti 
naturali nelle micelle e il loro successivo assorbimento nel lume intestinale.
In futuro, questo metodo di controllo basato sulla metabolomica potrebbe permettere 
di monitorare continuamente il processo produttivo e potenzialmente generare modelli 
matematici per predire i risultati di produzione basati sui metaboliti predittivi. 
Attualmente l’uso della ambient mass spectrometry nel settore avicolo è ancora nelle 
fasi iniziali di messa appunto e il metodo di controllo proposto è solo la prima applica-
zione nell’ambito diagnostico veterinario 
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L’introduzione della tecnica DART-HRMS nella produzione avicola potrebbe, diretta-
mente dal fegato di alcuni uccelli, fornire potenziali avvisi di malattia e probabilmente 
favorire l’adeguamento preciso di uno squilibrio dietetico, riducendo l’uso di farmaci 
e ottimizzando le risorse.
Questo approccio diagnostico innovativo potrà fornire valutazioni di lipidi ossidati e 
vitamine in pochi secondi, potrà facilitare la gestione degli allevamenti in termini di 
tracciabilità e adattabilità durante l’intero processo di allevamento avicolo. 
Il monitoraggio continuo dei polli da allevamento attraverso un approccio non mirato 
può fornire un quadro più completo dello stato complessivo di salute e benessere degli 
uccelli rispetto alla gestione individuale di ogni squilibrio dietetico e/o malattia e allo 
stesso tempo, avvisare gli allevatori in tempo reale all’insorgere dei problemi consen-
tirebbe interventi rapidi e mirati che potrebbero beneficiare gli allevamenti interessati 
e correlati.
Da una prospettiva di sostenibilità, la diagnosi precoce basata sulla metabolomica me-
diante DART-HRMS faciliterebbe l’utilizzo efficiente delle risorse e supporterebbe una 
produzione avicola sostenibile. 
Siamo consapevoli che questo studio sia solo uno studio pilota, ma è anche innegabile 
che potrebbe aprire una nuova strada nella diagnostica veterinaria. È fondamentale 
informare la comunità avicola circa la disponibilità di questo approccio diagnostico 
utilizzabile come attività complementare e di supporto alla diagnostica classica, te-
nendo presente che nelle popolazioni avicole, diversi fattori potrebbero contribuire a 
uno squilibrio metabolico. Sebbene l’approccio convenzionale rimanga molto utile, 
considerando la produzione avicola attuale e le sue esigenze, questo approccio meta-
bolomico potrebbe rappresentare uno strumento prezioso per comprendere complessi 
squilibri dietetici.
In alcuni casi, i protocolli diagnostici convenzionali possono risultare insufficienti e il 
diagnosta può richiedere il supporto di approcci alternativi: utilizzando metodi basati 
sulla ambient mass spectrometry, i chimici potrebbero offrire un servizio di consulenza 
alle aziende agricole. 

CONCLUSIONI
L’aggiunta di carotenoidi estratti nei mangimi per polli broiler permette di raggiungere 
il livello desiderato di pigmentazione che i consumatori moderni si aspettano. 
L’efficienza della pigmentazione ottenuta da diversi mangimi arricchiti di carotenoidi 
rappresenta una preoccupazione dell’industria avicola.
Per fornire all’industria avicola commerciale uno strumento per gestire i problemi di 
pigmentazione, i profili metabolici dei polli broiler non pigmentati, acquisiti in pochi 
minuti utilizzando DART-HRMS, sono stati confrontati statisticamente con quelli dei 
polli che mostrano una colorazione ottimale.
È stata riscontrata una maggiore abbondanza di lipidi ossidati, elevata presenza di deri-
vati ossidati della bile e livelli più bassi di isomeri di tocoferolo (vitamina E) e retinolo 
(vitamina A) nei polli non pigmentati rispetto a quelli pigmentati. I risultati sperimentali 
hanno dimostrato che questo approccio integrato può svelare il complesso pattern di dati 
omici registrati dall’ ambient mass spectrometry e fare luce sullo stato di salute, nonché 
sui disturbi metabolici e problemi alimentari legati a una pigmentazione sub-ottimale.
Questa ricerca può fornire un punto di riferimento per la valutazione dello stato di pig-
mentazione dei polli in futuro. 
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Figura 1. Box plot che mostrano l’intensità in log10 dei metaboliti del grasso addomi-
nale che sono risultati statisticamente significativi dal volcano plot (p-value aggiustato ≤ 
0.05 e fold-change >2 o < 0.5). I box rossi rappresentano il grasso addominale dei tessuti 
pigmentati, i box verdi rappresentano il grasso addominale dei tessuti non pigmentati. 
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Figura 2. Box plot che mostrano l’intensità in log10 dei metaboliti della pelle che 
sono risultati statisticamente significativi dal volcano plot (p-value aggiustato ≤ 0.05 e 
fold-change >2 o < 0.5). I box rossi rappresentano la pelle dei tessuti pigmentati, i box 
verdi rappresentano la pelle dei tessuti non pigmentati. 
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Figura 3. Box plot che mostrano l’intensità in log10 dei metaboliti del fegato che 
sono risultati statisticamente significativi dal volcano plot (p-value aggiustato ≤ 0.05 e 
fold-change >2 o < 0.5). I box rossi rappresentano i fegati dei tessuti pigmentati, i box 
verdi rappresentano i fegati dei tessuti non pigmentati. 
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Figura 4. Box plot che mostrano l’intensità in log10 dei metaboliti del muscolo che 
sono risultati statisticamente significativi dal volcano plot (p-value aggiustato ≤ 0.05 e 
fold-change >2 o < 0.5). I box rossi rappresentano il muscolo dei tessuti pigmentati, i 
box verdi rappresentano il muscolo dei tessuti non pigmentati.
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Tabella 1. Elenco dei metaboliti più importanti osservati sia nei tessuti pigmentati 
che nei tessuti non pigmentati. I dati sono stati estrapolati dal volcano plot. 
Sono riportati il rapporto m/z osservato, il rapporto m/z teorico, l’assegnazione io-
nica, la formula elementare, l’errore (Δppm), fold change (FC), p-value aggiustato 
(p-valueadj). Sono riportati solo i metaboliti con valore di p-value aggiustato < 0.05.
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Summary
Riemerella anatipestifer (RA) is an important bacterial pathogen in poultry industry 
causing significant economic losses due to mortality, therapeutic costs and decrease of 
zootechnical performances. Vaccination of poultry flocks with inactivated RA strains 
represents the most important method to control the disease and it relies on the accurate 
serotyping of the strains circulating in a farm/territory. Currently RA serotypes are 
distinguished by means of polyclonal rabbit sera, an expensive method involving the 
use of experimental rabbits.
For this reason, in this work we tested whether the Fourier Transformed Infrared 
Spectroscopy (FT-IR), an innovative phenotypic method, was able to characterize 43 
RA strains, both reference and field strains, with known serotype. Reference strains 
were used to train the machine-learning algorithm included in the instrument to 
discriminate the serotypes of the field strains.
The FT-IR was able to distinguish RA strains, both reference and field strains, into 
clusters according to the different serotypes, confirming the results achieved with 
the traditional method. Particularly, serotypes 1, 3, 6, 13 and 18 could be clearly 
distinguished in the graphical elaboration of data.
Based on these results, FT-IR could overcome the need of experimental animals 
for producing diagnostic reagents. Also, it can be considered an innovative, rapid, 
economic and promising method for the characterization of avian bacterial pathogens 
in routine diagnostic laboratories. 

INTRODUZIONE
Le infezioni da Riemerella anatipestifer (RA) rappresentano un grave problema per 
gli allevamenti commerciali di tacchini e polli quali causa di incremento di mortalità, 
costi per la terapia antimicrobica, scarti alla macellazione e peggioramento delle 
performance zootecniche (Sandhu, 2008). Negli ultimi 10 anni abbiamo assistito ad una 
evoluzione dell’epidemiologia della malattia con il progressivo aumento dei episodi di 
riemerellosi sostenuti da ceppi di RA con sierotipo 1 e sequence type 46. Tali ceppi di 
RA circolanti negli allevamenti commerciali italiani hanno sostituito e soppiantato i 
differenti ed eterogenei sierotipi circolanti negli anni precedenti (Bano et al., 2020). 
La conoscenza del sierotipo è fondamentale per poter programmare e organizzare una 
strategia vaccinale adeguata alla realtà avicola di una determinata filiera avicola e/o di 
un territorio. La caratterizzazione sierologica di RA ha subito continue rimodulazioni 
e attualmente consta di 24 sierotipi i quali sono identificati mediante l’utilizzo di sieri 
iperimmuni di coniglio (Bisgaard, 1982). La determinazione del sierotipo talvolta può 
essere inconclusiva per ceppi non caratterizzabili o cross-reazioni tra sieri, inoltre la 
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produzione di questi sieri è un processo che prevede tempi lunghi, costi non indifferenti e, 
non per ultimo, la questione etica dell’utilizzo di animali per la sperimentazione animale/
produzione di test diagnostici (D. Lgs. 4 marzo 2014, n. 26).
La metodologia della Spettroscopia ad infrarosso alla trasformata di Fourier (FT-IR, 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy) è una innovativa tecnica fenotipica per la 
caratterizzazione di ceppi batterici. Tale metodica analizza le differenti componenti 
molecolari che costituiscono il corpo batterico. Nello specifico, i legami chimici dei 
gruppi funzionali caratterizzanti le diverse molecole biologiche (lipidi, proteine, zuccheri, 
acidi nucleici) vibrano in determinate modi quando colpite dalla radiazione infrarossa 
(IR). L’acquisizione delle vibrazioni complessive di un sistema complesso quali i sistemi 
biologici, le quali riflettono la complessità dei differenti componenti chimici, dà origine 
ad uno spettro caratteristico che permette di differenziare i batteri in funzione delle loro 
componenti di superficie (sierotipo/capsulotipo) (Novais et al., 2019). 
Questo contributo vuole valutare le capacità di IR Biotyper® (Bruker Daltonics, Bremen, 
Germany) di discriminare i diversi ceppi di RA in funzione del sierotipo. 

MATERIALI E METODI  
Selezione ed identificazione dei ceppi di Riemerella anatipestifer

Sono stati selezionati 24 ceppi di RA collezionati durante la Ricerca Corrente IZSVe 14/16 
e conservati presso la collezione IZSVe Sezione di Treviso e i 19 ceppi di RA di referenza 
sierotipo-specifici gentilmente concessi dal professor Christensen H. dell’Università di 
Copenaghen che qui si ringrazia.
I ceppi di campo selezionati sono i seguenti: 15 ceppi RA sierotipo 1 isolati da tacchino 
(n. 5), da pollo da carne (n. 8) e da anatra (n. 2); 2 ceppi sierotipo 6 isolati da oca e anatra, 
1 ceppo sierotipo 13 isolato da pollo e 6 ceppi sierotipo 18 isolati da tacchino (n. 3), 
faraona da carne (n. 1) e anatra (n. 2). 
I ceppi di campo sono stati precedentemente identificati mediante prove biochimiche e 
confermati mediante analisi MALDI TOF MS utilizzando lo strumento Sirius Biotyper® 
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). I ceppi sottoposti ad analisi FT-IR sono stati 
preventivamente sierotipizzati con antisieri policlonali di coniglio prodotti all’interno 
della Ricerca Corrente IZSVe 14/16 impiegando ceppi di referenza per ciascun sierotipo 
(1-3, 5-19, 21). 

Preparazione ed analisi dei ceppi di RA
I ceppi sono stati coltivati su terreno agar sangue di montone per 24 ore, a 37 °C, in 
condizioni di microaerofilia. Un’ansata di crescita batterica è stemperata con 50 µl 
acqua ultrapura per biologia molecolare in apposite provette contenenti dei cilindri 
metallici inerti (Bruker IR Biotyper Kit) e successivamente vengono aggiunti 50 µl di 
etanolo 70%. La soluzione viene vortexata fino ad ottenere una soluzione omogenea. 
Ogni ceppo viene analizzato in 4 repliche al fine di poter evidenziare la varianza 
biologica, 15 µl di sospensione batterica precedentemente preparata viene deposta su 
ogni pozzetto dell’apposita piastra in silicio. Successivamente la piastra viene messa a 
37 °C per 30 minuti per fare evaporare l’acqua presente. L’acquisizione degli spettri è 
stata effettuata con lo spettrometro IRBT e il software OPUS (Bruker Optics GmbH & 
Co. KG). Ogni spettro IRBT viene acquisito nel range 3999-500 cm-1, e l’assorbimento 
della radiazione IR viene misurato per ogni numero intero di lunghezza d’onda (quindi 
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ogni spettro sarà rappresentato da 3500 datapoints). Ogni corsa prevede la lettura del 
bianco lasciando vuoto un pozzetto e la lettura di 2 appositi calibranti (IRTS 1, IRTS 
2) che vengono preparati e letti in doppio. 
L’analisi degli spettri è stata effettuata con software IR Biotyper Client V4.0 (Bruker 
Daltonics). La prima fase di analisi degli spettri, definita analisi esplorativa è 
propedeutica alla creazione di classificatori automatici mediante il training di algoritmi 
di machine learning, consiste nel valutare le differenze fenotipiche attraverso l’analisi 
degli spettri. Lo spettro contiene moltissime informazioni (3500 datapoints/spettro) 
ma non tutte sono utili per discriminare i ceppi. Alcune regioni dello spettro sono 
altamente discriminanti, in funzione dei gruppi funzionali che assorbono in quella 
determinato regione (es. 1200-900 cm-1 carboidrati, 3000-2800 cm-1 gruppi C-H 
delle catene lipidiche, 1500-1400 cm-1 gruppi funzionali –COOH, etc.). Applicando 
il metodo di splicing (di default la regione spettrale utilizzata è 1300-800 cm-1, ma può 
essere diversa a seconda di quello che si vuole discriminare), si «taglia» lo spettro nella 
regione di interesse (quindi i datapoints da 3500 diventano 501, nel caso dello splicing 
method di default). All’interno di queste regioni ristrette non tutti i datapoints portano 
un’informazione importante per la discriminazione. L’applicazione di strumenti 
statistici quali analisi delle componenti principali (PCA, Principal Component 
Analysis) ed analisi delle discriminanti lineari (LDA, Linear Discriminant Analysis) 
permette la riduzione dimensionale degli spettri in maniera tale da escludere i dati che 
non portano un’informazione significativa (varianza tecnica, rumore di fondo, varianza 
biologica) e “ridurre” lo spettro ad una dimensione tale da comprendere la varianza di 
interesse ai fini della discriminazione  cui si è interessati. Il numero di componenti 
principali (PC) e discriminanti lineari (LD) varia in funzione della specie e del target 
di differenziazione ed in genere è sui 20-30 datapoints. 
Le informazioni elaborate dal software IRBT possono essere visualizzate graficamente 
per rilevare visivamente le differenze. L’analisi in PCA o LDA viene elaborata 
graficamente con dei scatterplots distribuite su 3 dimensioni (asse x PC1/LD1, asse 
y PC2/LD2 e asse z PC3/LD3) in cui sono rappresentati i 3 principali componenti di 
varianza (Fig. 1). Tuttavia le dimensioni possono essere modificati al fine di ottenere la 
visualizzazione migliore. In molti casi le caratteristiche discriminanti vengono portate 
da PC e/o LD successive, ne consegue che per valutare la capacità discriminativa del 
metodo si devono valutare tutte le dimensioni simultaneamente attraverso il deviation 
plot che visualizza lo spettro medio e la varianza sotto forma di alone oppure il parallel 
plot che visualizza ogni singolo spettro (Fig. 2). Se una classe di interesse può essere 
differenziata anche in una sola dimensione, questa è sufficiente per il software IRBT. 
L’analisi esplorativa permette la definizione dei campioni che andranno a formare 
il training set del classificatore, che dovrebbe essere selezionato in modo tale da 
rappresentare la varianza presente in ciascuna classe. L’applicazione degli algoritmi di 
machine learning, compresi nel software IR Biotyper (artificial neural network; ANN 
e support vector machine¸ SVM) consentono la creazione di classificatori automatici, 
aventi come target il livello intra-specie di interesse (sierogruppo, sierotipo, sequence 
type, etc.), che permettono di utilizzare lo strumento per la tipizzazione di routine.
La seconda fase di analisi, definita “testing and validation” permette di verificare se 
i classificatori creati discriminano correttamente i ceppi in funzione del carattere di 
interesse utilizzando ceppi batterici già caratterizzati ma “incogniti” per il classificatore, 
dei quali non viene riportata l’informazione di interesse al classificatore.
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RISULTATI
I risultati in fase di analisi esplorativa e “training” mostrano una chiara clusterizzazione 
dei ceppi di campo di RA con i ceppi sierotipo specifici appartenenti allo stesso sierotipo 
(Fig. 1). L’elaborazione grafica degli spettri in modalità “deviation plot” dimostra che 
tutti i ceppi del sierotipo 1 possiedono lo stesso profilo il quale si differenzia visivamente 
dagli altri sierotipi, in particolare dai sierotipi 3, 6, 13 e 18 che rappresentano i sierotipi 
circolanti riscontrati in Italia (Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6) (Bano et al., 2020).
Inoltre, i ceppi appartenenti ai sierotipi 3, 6, 13 e 18 presentano un profilo di spettri 
differente tra loro. 

Figura 1. Scatterplots dei ceppi di RA analizzati in LDA con i seguenti parametri: 
Default splicing method; LDA60; x=LDA4, y=LD2, z=LD5. I differenti colori 
rappresentano i diversi sierotipi come indicato in legenda.

Figura 2. Visualizzazione degli spettri in deviation plot. I diversi colori rappresentano 
i differenti sierotipi come indicato in legenda.
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Figure 3, 4, 5, 6. L’elaborazione grafica in deviation plot mostra le differenze di spettro 
tra il sierotipo 1 e i sierotipi 3, 13 e 18.

DISCUSSIONE
L’obiettivo dello studio era verificare le capacità discriminative di FT-IR per la 
sierotipizzazione dei ceppi di RA. Tale informazione risulta di estrema rilevanza 
ai fini della scelta del vaccino da impiegare in strategie immunoprofilattiche. Ad 
oggi, sono stati individuati 21 sierotipi e tale classificazione ha subito diverse 
rimaneggiamenti nel tempo (Ruiz e Sandhu, 2020). Attualmente la classificazione 
si basa sullo schema proposto da Bisgaard (1982) definita attraverso tecniche di 
sieroagglutinazione utilizzando sieri policlonali di coniglio precedentemente 
immunizzati con le componenti lipopolisaccaridiche sierotipo-specifiche. Questa 
metodica, sebbene sia riconosciuta come gold standard per la sierotipizzazione di 
RA, richiede tempi lunghi per la produzione, costi elevati e pone questioni etiche 
legate all’impiego di animali nelle sperimentazioni scientifiche. Inoltre, tale metodo 
non produce sempre risultati conclusivi per alcuni ceppi che non reagiscono a 
nessun antisiero o per cross-reazioni tra 2 o più antisieri. La disponibilità di metodi 
rapidi ed economici di sierotipizzazione permette di ottenere informazioni preziose 
per la gestione della malattia. In questo contesto la metodica FT-IR rappresenta un 
promettente ed innovativo metodo fenotipico per la sierotipizzazione basato sulla 
caratterizzazione di differenti componenti molecolari della cellula batterica. Inoltre, 
tale metodica permette di superare le problematiche etiche di sperimentazione 
animale per la produzione di sieri.

ST1 vs ST3 

 

ST1 vs ST6 

 
ST1 vs ST13 

 

ST1 vs ST18 

 
Figure 3, 4, 5, 6. L’elaborazione grafica in deviation plot mostra le differenze di spettro tra il sierotipo 1 e i sierotipi 3, 
13 e 18. 
 
DISCUSSIONE 
L’obiettivo dello studio era verificare le capacità discriminative di FT-IR per la sierotipizzazione dei ceppi di RA. Tale 
informazione risulta di estrema rilevanza ai fini della scelta del vaccino da impiegare in strategie immunoprofilattiche. 
Ad oggi, sono stati individuati 21 sierotipi e tale classificazione ha subito diverse rimaneggiamenti nel tempo (Ruiz e 
Sandhu, 2020). Attualmente la classificazione si basa sullo schema proposto da Bisgaard (1982) definita attraverso 
tecniche di sieroagglutinazione utilizzando sieri policlonali di coniglio precedentemente immunizzati con le componenti 
lipopolisaccaridiche sierotipo-specifiche. Questa metodica, sebbene sia riconosciuta come gold standard per la 
sierotipizzazione di RA, richiede tempi lunghi per la produzione, costi elevati e pone questioni etiche legate all’impiego 
di animali nelle sperimentazioni scientifiche. Inoltre, tale metodo non produce sempre risultati conclusivi per alcuni ceppi 
che non reagiscono a nessun antisiero o per cross-reazioni tra 2 o più antisieri. La disponibilità di metodi rapidi ed 
economici di sierotipizzazione permette di ottenere informazioni preziose per la gestione della malattia. In questo contesto 
la metodica FT-IR rappresenta un promettente ed innovativo metodo fenotipico per la sierotipizzazione basato sulla 
caratterizzazione di differenti componenti molecolari della cellula batterica. Inoltre, tale metodica permette di superare le 
problematiche etiche di sperimentazione animale per la produzione di sieri. 
Le analisi preliminari eseguite con la metodica FT-IR sui ceppi di referenza evidenziano che è possibile discriminare gli 
spettri in funzione del sierotipo. Inoltre, l’elevata clusterizzazione tra gli spettri acquisiti dai ceppi di campo di RA in 
funzione del sierotipo espresso lascia ipotizzare un suo impiego per la sierotipizzazione routinaria degli isolati diagnostici 
(Fig. 1). Essendo una metodica di recente introduzione, il software IRBT, che analizza ed elabora gli spettri, necessita di 
numerosi isolati con caratterizzazione nota (es: sierotipo, biotipo, capsulotipo, etc) per poter determinare quali sono le 
informazioni discriminanti da quelle “non utili per la discriminazione”. A tal proposito, per poter creare maggiore 
variabilità per quei sierotipi di cui si possiedono pochi ceppi di campo o nessun ceppo di campo, si è proceduto ad allestire 
repliche degli stessi ceppi di referenza variando alcuni parametri tecnici quali l’operatore che prepara il campione e i 
tempi di incubazione dei ceppi (24 vs 48 ore). In questo modo l’acquisizione di spettri differenti va a “stressare” lo 
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Le analisi preliminari eseguite con la metodica FT-IR sui ceppi di referenza evidenziano 
che è possibile discriminare gli spettri in funzione del sierotipo. Inoltre, l’elevata 
clusterizzazione tra gli spettri acquisiti dai ceppi di campo di RA in funzione del 
sierotipo espresso lascia ipotizzare un suo impiego per la sierotipizzazione routinaria 
degli isolati diagnostici (Fig. 1). Essendo una metodica di recente introduzione, il 
software IRBT, che analizza ed elabora gli spettri, necessita di numerosi isolati con 
caratterizzazione nota (es: sierotipo, biotipo, capsulotipo, etc) per poter determinare 
quali sono le informazioni discriminanti da quelle “non utili per la discriminazione”. A 
tal proposito, per poter creare maggiore variabilità per quei sierotipi di cui si possiedono 
pochi ceppi di campo o nessun ceppo di campo, si è proceduto ad allestire repliche 
degli stessi ceppi di referenza variando alcuni parametri tecnici quali l’operatore che 
prepara il campione e i tempi di incubazione dei ceppi (24 vs 48 ore). In questo modo 
l’acquisizione di spettri differenti va a “stressare” lo strumento in maniera tale che 
gli algoritmi statistici riescano a identificare con maggiore precisione e specificità i 
datapoints utili per creare dei classificatori automatici solidi nel discriminare i ceppi 
per il carattere di interesse. 

CONCLUSIONI
I risultati ottenuti evidenziano che la metodica FT-IR potrebbe essere applicata di 
routine per la sierotipizzazione di RA potendo essere un metodo alternativo valido 
rispetto alla sieroagglutinazione attualmente impiegata. Tale metodo riesce a superare 
le problematiche di natura etica che comporta la produzione di antiseri policlonali 
di coniglio. Al fine di rendere più robusto il sistema di classificazione dei ceppi è 
necessario sottoporre ad analisi FT-IR ulteriori ceppi di campo di RA appartenenti a 
sierotipi poco frequenti o non presenti in Italia in maniera tale da “stressare” l’algoritmo 
di classificazione e se necessario effettuare un nuovo training, al fine di ottimizzarlo.

BIBLIOGRAFIA
1.	 Sandhu TS. (2008). In: Diseases of Poultry (12th edition), Blackwell Publishing, 

pp. 758–764.
2.	 Bano L, Cornaggia M, Di Castri A, Zandonà L, Rizzardi A, Zarpellon G, Guolo A, 

Ferro T, Moschioni C, Tonon E, Bacchin C, Ceruti R, Giovanardi D, Catania S, and 
I Drigo. (2020). Caratterizzazioni genotipiche e fenotipiche di ceppi di Riemerella 
anatipestifer isolati da pollame in Italia. In: Atti del V simposio scientifico della 
Società Italiana di Patologia Aviare, pp. 45-51.

3.	 Bisgaard M. (1982). Antigenic studies on Pasteurella anatipestifer species incertae 
sedis, using slide and tube agglutination. Avian pathology 11: 341-350.

4.	 DECRETO LEGISLATIVO 4 marzo 2014, n. 26. Attuazione della direttiva 
2010/63/UE sulla protezione degli animali utilizzati a fini scientifici. (14G00036) 
(GU Serie Generale n.61 del 14-03-2014).

5.	 Novais Â, Freitas AR, Rodrigues C, and L Peixe. (2019). Fourier transform 
infrared spectroscopy: unlocking fundamentals and prospects for bacterial strain 
typing. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 38: 427-448.

6.	 Ruiz JA and TS Sandhu. (2020). Riemerella anatipestifer infection. In: Swayne 
DE, Boulianne M, Logue CM, McDougald LR, Nair V, Suarez DL (Eds.), Diseases 
of Poultry (14th edition), Wiley-Blackwell, Hoboken, NJ, pp. 257–283.



146

RIPRODUZIONE SPERIMENTALE DELL’ENTERITE NECROTICA 
DEL TACCHINO IMPIEGANDO DIVERSI CEPPI DI CLOSTRIDIUM 
PERFRINGENS

Cordioli B.1, Drigo I.1, Palazzolo L.1, Garbuio M.1, Zandonà L.1, Zanardello C.2, 
Gagliazzo L.2, Guolo A.1, Bano L.1, Vereecken M.3 

1Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Vicolo Mazzini 4, 31020, Villor-
ba (TV), Italia
2Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Viale Università 10, 35020, Le-
gnaro (PD), Italia
3Huvepharma NV

Summary
Necrotic enteritis (NE) is a disease affecting both chickens and turkeys. The aim 
of the present study was to investigate whether two Clostridium perfringens (Cp) 
field strains with differences in the genetic virulence factors and species of isola-
tion (chicken and turkey) were able to reproduce the clinical form of the disease 
in a turkey model.
The study involved 4 groups of turkeys: a negative control (T01) and three experi-
mental groups, which were fed with a predisposing diet and were challenged with 
Eimeria meleagrimitis (group T02, T03 and T04) and Cp inocula (groups T03 
and T04). Lesions indicative of necrotic enteritis were evaluated from a clinical, 
macroscopic and histopathological point of view.
The protocol was successful not only in the reproduction of the severe macro-
scopic and histological intestinal lesions, but also affecting the health status of 
the birds of group T03 with a mortality rate that reached 80%. The association 
between the experimental diet and coccidia infection was not able to reproduce 
macroscopic lesions as severe as the same predisposing factors associated with 
Cp inoculum (p<0.0001), regardless of the origin and virulence factors of the Cp 
strain. 
Histologically, only the netB+tpeL+Cp strain (T03) led to significantly more se-
vere lesions in the jejunum. Such toxins are described only in few of the strains 
isolated in EN outbreaks; therefore, their role in the pathogenesis of the disease 
in turkeys should be further investigated.
The availability of a robust protocol for the reproduction of the disease could al-
low the study of predisposing factors and the in vivo evaluation of the efficacy of 
products alternative to antimicrobial for the control of NE in turkeys.

INTRODUZIONE
L’enterite necrotica (EN) è una patologia multifattoriale che colpisce pollo e tac-
chino, provocata dall’azione di tossine prodotte da Clostridium perfringens (Cp), 
bacillo Gram positivo, sporigeno, anaerobio facoltativo (Wade et al., 2015; Pre-
scot et al., 2016).
I ceppi di Cp vengono storicamente classificati in 5 tossinotipi (A-E) sulla base 
della produzione di 4 tossine principali (alpha, beta, epsilon e iota) (Petit et al., 
1999). Successivamente Rood et al. (2018) hanno suggerito di includere in tale 
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classificazione anche l’enterotossina (CPE) e la tossina necrotic enteritis B-like 
(NetB), identificando rispettivamente i tossinotipi F e G. 
Tra le tossine maggiormente studiate nei casi di EN si ritrovano la tossina TpeL, 
prevalentemente correlata a ceppi di tossinotipo A coinvolti in episodi di EN nel 
pollo, e la tossina NetB, che agisce formando eptameri che si inseriscono nel-
la membrana citoplasmatica portando a necrosi delle cellule epiteliali intestinali 
(Chalmers et al., 2008; Keyburn et al., 2010, Savva et al., 2013; Yan et al., 2013). 
In numerosi studi ceppi di Cp dotati del gene netB sono stati utilizzati per la ripro-
duzione sperimentale della malattia nel pollo, sebbene siano segnalati casi clinici 
di EN sostenuti da isolati privi di tale gene (Keyburn et al. 2008; Llanco et al., 
2012; Li et al., 2017; Prescott et al., 2016; Timbermont et al., 2011).
L’enterite necrotica è ampiamente descritta nel tacchino, ma vi è scarsa lettera-
tura scientifica riguardo patogenesi e protocolli sperimentali di induzione della 
malattia in questa specie. Studi di tossinotipizzazione di ceppi di Cp isolati in 
casi di EN in Italia, USA e Finlandia hanno evidenziato una prevalenza del 97-
100% del tossinotipo A (Lyhs et al., 2013; Giovanardi et al., 2013; Smyth 2022). 
L’EN del tacchino si presenta con maggior frequenza nei soggetti maschi di età 
compresa tra le 6 e le 11 settimane e studi retrospettivi hanno permesso di indivi-
duare tra i principali fattori predisponenti la concomitanza di patologie intestinali, 
in particolare infezione da virus dell’enterite emorragica, con conseguente im-
munodepressione, e coccidiosi (sostenuta da Eimeria spp) (Droual et al., 1995). 
Quest’ultima, determinando danno epiteliale, consente la proliferazione di Cp e 
successiva produzione di tossina (Droual et al., 1994). Inoltre, Kaldhusdal et al. 
(2021) hanno evidenziato una correlazione statistica tra casi di EN nel tacchino 
e stagionalità, con maggiore incidenza nel periodo tra Marzo e Aprile, e azienda, 
ipotizzando una possibile influenza di management, biosicurezza e stabulazione 
degli animali nella patogenesi della malattia.
L’induzione sperimentale dell’EN è fondamentale per approfondire lo studio del-
la patogenesi della malattia e, mentre nel broiler l’EN è stata ampiamente studiata 
e approfondita, in letteratura è disponibile solo un articolo che considera possibili 
fattori predisponenti nel tacchino (Hardy et al., 2020). Lo scopo dello studio era 
investigare la capacità di riprodurre sperimentalmente l’EN impiegando ceppi di 
Cp isolati da episodi di malattia in specie diverse (pollo e tacchino) e dotati di 
diversi fattori genetici di virulenza.

MATERIALI E METODI
Disegno sperimentale
L’utilizzo di animali a scopi scientifici è stato autorizzato dal comitato etico IZ-
SVE (CE IZSVE 7/2021) e dal Ministero della Salute (autorizzazione n.4/2023-
PR). Centoquattro tacchini maschi B.U.T. di 1 giorno sono stati stabulati in box 
dello stabulario IZSVe con densità massima di 10kg pv/m2 e libero accesso a cibo 
e acqua. Gli animali sono stati identificati individualmente e suddivisi in 4 gruppi.
I soggetti del gruppo T01 (25, gruppo controllo) sono stati alimentati con un 
programma alimentare costituito da mangime commerciale starter per le prime 
4 settimane (fino al giorno D27) e mangime grower fino al termine della speri-
mentazione (D42). Invece, i soggetti dei gruppi T02, T03 e T04 (26 per gruppo, 
gruppi sperimentali) sono stati alimentati con una dieta predisponente. Tale piano 
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alimentare prevedeva per i primi 16 giorni un mangime starter a base di frumento 
e riso addizionato di soia come fonte proteica, la quale, è stata sostituita da fish-
meal (30%) dal D17 fino alla fine della sperimentazione.
Il giorno D34 i soggetti dei gruppi T02, T03 e T04 sono stati infettati tramite 
gavage con 15.000-20.000 oocisti/tacchino di Eimeria meleagrimitis. Nei D38, 
D39 e D40, invece i soggetti dei gruppi T03 e T04 sono stati infettati tramite 
gavage con due differenti colture di Cp alla concentrazione di 108-109 CFU/ml 
(3ml/tacchino). Le caratteristiche dei ceppi somministrati ai soggetti dei gruppi 
T03 e T04 sono riassunte in tabella 1 e in tabella 2 è riportato il calendario della 
sperimentazione.

Gruppo Origine Tossinotipo NetB TpeL CPE Beta-2

T03 Broiler A Positivo Positivo Negativo Positivo

T04 Tacchino A Negativo Negativo Negativo Positivo

Tabella 1. Caratteristiche degli isolati di Cp utilizzati nella sperimentazione.

Giorno Evento

D1 Assegnazione dei tacchini ai 4 gruppi sperimentali 

D16 Cambio dieta per i soggetti dei gruppi T02, T03 e T04

D34 e D35 Inoculo con E. meleagrimitis (15.000-20.000 oocisti/tacchino) 
per i gruppi T02, T03 e T04

D38, D39 
e D40

Inoculo Clostridium perfringens nei gruppi T03 (Cp broiler) e T04 
(Cp tacchino)

D42 Soppressione degli animali, score delle lesioni macroscopiche e raccolta 
campioni istopatologia

Tabella 2. Calendario degli eventi della sperimentazione.

Lo stato di salute degli animali è stato monitorato quotidianamente ed i soggetti 
morti o sacrificati per ragioni di benessere animale sono stati conservati refrigera-
ti fino all’esecuzione dell’esame anatomopatologico (entro 48 ore).

Score macroscopico delle lesioni
I soggetti morti successivamente all’induzione della malattia ed i soggetti sop-
pressi il D42 sono stati sottoposti ad esame anatomopatologico con valutazione 
dello score delle lesioni macroscopiche secondo i parametri descritti da Hardy 
et al. (2020). Tale score prevede 4 punteggi variabili da “0”, in cui l’intestino ha 
colorazione, aspetto e contenuto fisiologico, a “3”, in cui la mucosa intestinale 
appare edematosa e/o con ulcere, avvallamenti e pseudomembrane che ne copro-
no la superficie.
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Istologia
Da un campione statisticamente significativo di 13 soggetti per gruppo sono state 
prelevate sezioni di duodeno, digiuno (in prossimità del diverticolo di Meckel) 
e ileo in prossimità della giunzione ileo-ciecale. I campioni sono stati imme-
diatamente immersi in formalina tamponata al 10%, lasciati a fissare per 48h e 
successivamente inviati al laboratorio di istopatologia dell’IZSVe. Ogni sezione 
intestinale è stata valutata istologicamente considerando 7 parametri per ciascuno 
dei quali è stato sviluppato e attribuito un punteggio da 1 a 4 basandosi sulle le-
sioni presenti e su quanto riportato in letteratura (Tabella 3) (Gholamiandehkordi 
et al., 2007; Hoerr e Schrader, 2016). Al fine di effettuare una più agevole compa-
razione tra i punteggi attribuiti alle lesioni macroscopiche e istologiche si è deciso 
di applicare uno score globale (da 1 a 4) a ciascun segmento intestinale analizzato 
istologicamente. Per ottenere questo score i punteggi attribuiti ai 7 parametri di 
valutazione sono stati suddivisi in 4 diverse fasce in modo che al punteggio “1” 
corrispondesse un punteggio pari a 7, al “2” un punteggio compreso tra 8 e 14, 
al “3” un punteggio compreso tra 15 e 21 e al “4” tra 22 e 28. In tutti i soggetti 
è stata eseguita la valutazione morfometrica dei villi intestinali nelle sezioni tra-
sversali di duodeno utilizzando lo strumento Aperio LV1 (Live View Pathology 
Digital System - Leica Biosystems). In campi selezionati in modo randomizzato 
sono state misurate, per ciascuna sezione di duodeno, la lunghezza di 5 villi (V) 
e la profondità delle cripte corrispondenti (C) come esemplificato in Figura 1. Si 
è provveduto poi a determinare il rapporto lunghezza villo/profondità della cripta 
(V/C ratio).

Analisi statistica
Il test del chi-quadro è stato utilizzato per evidenziare differenze significative nel-
la mortalità tra gruppi, mentre differenze statisticamente significative tra gli score 
macroscopici e microscopici tra i gruppi T02-T03 e T02-T04 sono state calcolate 
con test di Mann-Whitney. L’effetto del gruppo sulla distribuzione dei parametri 
istologici è stato determinato con un modello generale lineare.
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Parametro istologico Score Descrizione

1 Fusione dei villi

1 Occasionale fusione di 2 villi
2 Occasionale fusione di >2 villi o molteplici fusioni
3 Aree multiple di fusione di >2 villi
4 Diffuse ed estesi cluster di fusione dei villi

2 Atrofia dei villi

1 Nei limiti (focale atrofia di singoli villi)
2 Lieve (multifocale atrofia di singoli villi)
3 Moderata (circa 50% dei villi atrofici)
4 Da marcata a grave (> 50% dei villi atrofici)

3 Iperplasia delle cripte

1 Nei limiti (focale iperplasia delle cripte)
2 Lieve (multifocali iperplasia delle cripte)
3 Moderata (circa 50% di iperplasia delle cripte)
4 Da marcata a grave (>50% di iperplasia delle cripte)

4 Emorragie capillari

1 Alcuni globuli rossi extra-capillari in alcuni villi

2 Alcuni globuli rossi extra-capillari nella maggior 
parte dei villi 

3 Molti globuli rossi extra-capillari in parti della 
sezione

4 Gravi emorragie

5 Mancanza di cellule 
epiteliali

1 Appiattimento delle cellule epiteliali sulla cima dei 
villi

2 Mancanza o micro-erosioni sulla cima di alcuni villi 

3 Mancanza o micro-erosioni sulla cima di numerosi 
villi 

4 Gravi erosioni, estesa mancanza di cellule epiteliali 

6 Materiale proteinaceo 
nel lume intestinale

1 Alcuni spot di materiale proteinaceo
2 Molteplici spot di materiale proteinaceo 
3 Grandi aggregate di material proteinaceo
4 Lume pieno di materiale proteinaceo

7 Infiltrazione infiammatoria 
nella lamina propria

1 Minima (focale infiltrazione leucocitaria)
2 Lieve (multifocale e lieve infiltrazione leucocitaria)

3
Moderata (multifocale e moderata infiltrazione 
leucocitaria o diffusa e lieve infiltrazione 
leucocitaria)

4 Grave (diffusa e moderata/grave infiltrazione 
leucocitaria)

Tabella 3. Parametri istologici considerati e punteggio delle lesioni istologiche.
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Figura 1. Determinazione della lunghezza del villo (V) e della profondità della cripta (C).

RISULTATI
Mortalità
Ad eccezione di un soggetto del gruppo T01 soppresso il giorno 18 e sottoposto ad 
esame anatomopatologico, nessun soggetto è deceduto nei primi 40 giorni di speri-
mentazione. L’esame anatomopatologico del soggetto soppresso ha evidenziato gra-
ve disidratazione.
Successivamente al challenge con coccidi e Cp, solo nel gruppo T03 si è registrata 
mortalità nei giorni D41 e D42 (rispettivamente 7 e 14 soggetti), come schematiz-
zato in tabella 4.

GRUPPO 1 (T01) 2 (T02) 3 (T03) 4 (T04)
Consistenza del gruppo 24 26 26 26
Soggetti morti (D40+D41) 0 0 21 (7+14) 0
%Mortalità 0.0% 0.0% 80.8% 0.0%

Tabella 4. Mortalità suddivisa nei gruppi sperimentali.

Score macroscopico delle lesioni 
Tutti i soggetti appartenenti al gruppo T01 non avevano lesioni macroscopicamente 
evidenti (score “0”), mentre nel gruppo T02, nonostante 5 animali abbiano ottenuto 
il punteggio “2”, la maggior parte dei soggetti ha evidenziato lesioni di grado lieve 
(7 animali con punteggio “0” e 14 con punteggio “1”). Nel gruppo T03 si sono re-
gistrate le lesioni più gravi: 3 soggetti (11.5%) con punteggio “2”, mentre l’88.5% 
dei tacchini aveva lesioni di grado “3”. La maggior parte dei soggetti (61.5%) del 
gruppo T04 aveva lesioni di grado “2”, mentre il 23.1% (6 tacchini) e il 15.4% (4 
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animali) hanno ottenuto rispettivamente il punteggio “1” e “3”. La distribuzione dei 
punteggi macroscopici nei diversi gruppi sperimentali è rappresentata nella Figura 2 
e schematizzata in Tabella 5.

Figura 2. Distribuzione degli score macroscopici. L’asse delle ascisse rappresenta 
lo score (0-3), mentre l’asse delle ordinate rappresenta il numero di soggetti per 
gruppo.

Score 0 1 2 3
Gruppo T01 24 (100)
Gruppo T02 7 (26.9) 14 (53.9) 5 (19.2) 0
Gruppo T03 0 0 3 (11.5) 23 (88.5)
Gruppo T04 0 6 (23.1) 16 (61.5) 4 (15.4)

Tabella 5. Numero di tacchini (%) per gruppo assegnati a ciascun punteggio.

L’analisi statistica ha evidenziato che il challenge con Cp-broiler associato a infezio-
ne coccidica e dieta sperimentale nel gruppo T03 ha portato a lesioni macroscopi-
che statisticamente più gravi della sola associazione tra dieta sperimentale e coccidi 
(p<0.0001). Tale significatività statistica è stata confermata anche paragonando i 
gruppi T02 e T04 (p<0.0001).

Istologia
I preparati istologici di due soggetti del gruppo T02 e di un soggetto del gruppo T03 
non sono stati considerati idonei alle valutazioni istopatologiche a causa della per-
manenza di alimento nel lume del tratto intestinale prelevato a tale scopo.
Nel gruppo T01 gli animali avevano minime alterazioni istopatologiche soprattutto a 
carico di duodeno e digiuno nei quali, rispettivamente in 8/12 animali e 7/13, è stato 
attribuito lo score 1. Gli animali ai quali è stato attribuito uno score 2 presentavano, 

0

5

10

15

20

25

0 1 2 3

Group T01 Group T02 Group T03 Group T04



153

rispetto a quelli con score 1, un punto in più nei parametri 4 (emorragie capillari) 
o 7 (infiltrazione infiammatoria della lamina propria). A tutti gli animali (13/13) è 
stato attribuito un punteggio 2 a livello di ileo e presentavano punteggi variabili da 
2 a 3 per i parametri 1 (fusione dei villi), 2 (atrofia dei villi) e 7. Nel gruppo T02 
lo score 2 è stato attribuito alla maggior parte degli animali per tutti i tratti intesti-
nali esaminati (10/11 duodeno, 11/11 digiuno, 10/11 ileo). Questi animali avevano 
punteggi variabili da 2 a 3 per i parametri 1, 2 e 7. Nel gruppo T03 buona parte dei 
soggetti ha ottenuto lo score 3 su almeno uno dei tratti intestinali esaminati. A 9/12 
tacchini è stato attribuito lo score 4 in sede digiunale. Per tutti e tre i tratti intestinali 
i parametri valutati con score maggiore (score 3 e 4) sono stati 1, 2, 5 (mancanza di 
cellule epiteliali), 6 (materiale proteinaceo nel lume intestinale) e 7. Nel gruppo T04 
alla maggior parte dei tacchini è stato attribuito score 2 in tutti e 3 i tratti intestinali.
Il dettaglio e la suddivisione dei punteggi per gruppo sperimentale e tratto intestinale 
è riportato in Tabella 6.

Gruppo Punteggio

1 2 3 4

Gruppo T01 Duodeno* 8 (67) 4 (33) / /

Digiuno 7 (54) 6 (46) / /

Ileo / 13 (100)

Gruppo T02 Duodeno 1(9.1) 10 (90.9) / /

Digiuno / 11 (100) / /

Ileo / 10 (90.9) 1 (9.1) /

Gruppo T03 Duodeno / 3 (25) 6 (50) 3 (25)

Digiuno / 2 (16,7) 1 (8,3) 9 (75)

Ileo / 4 (33,3) 6 (50) 2 (16,7)

Gruppo T04 Duodeno 3 (23,1) 10 (76,9) / /

Digiuno* / 12 (100) / /

Ileo 1 (7,7) 12(92,3) / /

Tabella 6. Distribuzione dei punteggi istologici all’interno dei gruppi sperimentali. 
Note: *=un campione è risultato inadatto (autolisi) e di conseguenza non è stato 
sottoposto ad analisi.

La comparazione tra i gruppi ha evidenziato significatività statistica a livello digiu-
nale tra i gruppi T02 e T03 mentre non è emersa nessuna significatività tra i gruppi 
T02 e T04. I risultati delle comparazioni tra i gruppi per i vari segmenti intestinali 
sono riassunti in Tabella 7.
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Gruppi Mann Whitney test, p-value
Duodenum Jejunum Ileum

2 vs 3 0.0002692 <0.0001 0.0079
2 vs 4 0.60 - 0.52

Tabella 7. Analisi statistica degli score istologici dei differenti tratti intestinali.

La valutazione di V e C e, di conseguenza, della V/C ratio non è stata sempre possi-
bile in quanto molte sezioni di duodeno, indipendentemente dal gruppo di apparte-
nenza, presentavano artefatti di conservazione/fenomeni autolitici (Figura 3) tali da 
non rendere attuabile/veritiera la valutazione morfometrica dei villi.
Nel gruppo T01 è stato possibile effettuare 30 delle 65 misurazioni previste (13 ani-
mali per 5 misurazioni), nel gruppo T02 43/55 (78,2%), in T03 32/ 60 (53,3%) e per 
il gruppo T04 30/65 (46,2%). In tabella 8 sono riportate le misurazioni disponibili 
in ogni gruppo sperimentale. Considerato l’esiguo numero di misurazioni ottenute 
per gruppo sperimentale, si è deciso di non proseguire con l’analisi dell’effetto di 
appartenenza al gruppo sulla distribuzione dei parametri istologici (V, C e V/C ratio) 
in quanto il dato ottenuto non è stato ritenuto rappresentativo.

N animali N misurazioni disponibili (%)
GRUPPO 1 (T01) 13 30 (46.1)
GRUPPO 2 (T02) 11 43 (78.2)
GRUPPO 3 (T03) 12 32 (53.3)
GRUPPO 4 (T04) 13 30 (46.2)

Tabella 8. Misurazioni disponibili (%) per gruppo sperimentale.

Figura 3. Duodeno, gruppo T01. Stato di conservazione dell’organo.
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DISCUSSIONE
Lo scopo dello studio era investigare la capacità di riprodurre sperimentalmente 
l’enterite necrotica impiegando ceppi di Cp isolati da episodi di malattia in specie 
diverse (pollo e tacchino) e dotati di diversi fattori genetici di virulenza.
Il primo obiettivo dello studio era la messa a punto di un protocollo sperimentale 
efficace nel riprodurre l’EN in questa specie ed è stato ampiamente raggiunto nel 
gruppo T03, in cui si sono riprodotte non solo le caratteristiche lesioni macro e mi-
croscopiche, ma anche gli aspetti più gravi della forma clinica dell’EN raggiungendo 
l’80% di mortalità.
La sperimentazione ha evidenziato che la sola associazione tra dieta sperimentale e 
infestazione coccidica non è in grado di produrre lesioni macroscopiche paragona-
bili agli stessi fattori predisponenti associati alla presenza di Cp. Infatti, nei gruppi 
T03 e T04 le lesioni macroscopiche sono significativamente più gravi rispetto al 
gruppo T02 (p<0.0001). Tale significatività statistica è stata confermata nel grading 
istologico solo a livello digiunale nel gruppo T03, mentre non si sono evidenziate 
alterazioni microscopiche statisticamente significative tra i gruppi T02 e T04. Ciò 
potrebbe essere dovuto al tratto intestinale inviato per le analisi istologiche, il quale 
è limitato rispetto all’osservazione dell’intero pacchetto intestinale eseguita in sede 
anatomopatologica. Invece, la mancata rappresentatività dei dati di lunghezza e pro-
fondità di villi e cripte per lo scarso numero di misurazioni è imputabile al mancato 
digiuno degli animali le 24h precedenti la soppressione (la dieta rappresentava uno 
dei principali fattori predisponenti) e al ridotto lavaggio in fisiologica del campione 
da destinare all’istologia. Tali fattori potrebbero aver influito negativamente sulla 
conservazione delle caratteristiche morfometriche dei villi.
I risultati clinici, macroscopici e microscopici lasciano ipotizzare un coinvolgimento 
delle tossine NetB e TpeL nella patogenesi dell’EN del tacchino, ma studi retrospet-
tivi di caratterizzazione di ceppi responsabili di malattia in campo hanno evidenziato 
una bassa prevalenza (0-8%) di ceppi dotati del gene netB nel tacchino, mentre solo 
uno studio statunitense ha valutato la presenza del gene tpeL riscontrandolo solo in 
1 isolato su 74 (Lyhs et al., 2013; Giovanardi et al., 2016; Smyth et al., 2022). Non 
è possibile escludere che la gravità delle lesioni riportate nel gruppo T03 sia imputa-
bile all’azione di meccanismi patogenetici e tossine non ancora note. Solo con spe-
rimentazioni in vivo utilizzando i ceppi mutati (knock-out) attraverso la delezione 
dei geni netB e/o tpeL potrà essere chiarito il ruolo di questi fattori di virulenza nella 
malattia. Inoltre, qualora la virulenza del ceppo mutato fosse dimostrata, è possibile 
ipotizzare il ruolo di tossine non note che potranno essere investigate su base gene-
tica attraverso studi di whole genome sequencing.
Al contrario del pollo, nel tacchino non sono documentati molti studi di riproduzione 
della malattia e l’esistenza di un modello solido e affidabile per riprodurre speri-
mentalmente l’EN permette di approfondire importanti aspetti patogenetici e fattori 
predisponenti per questa specie. Inoltre, solo attraverso questo modello sperimentale 
è possibile testare in vivo l’efficacia di nuovi approcci e prodotti alternativi all’anti-
microbico per il controllo dell’EN del tacchino.

CONCLUSIONI
Il protocollo di induzione dell’EN proposto si è rivelato efficace nel riprodurre gli 
aspetti clinici, macroscopici e microscopici della malattia nel tacchino. Tale proto-
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collo potrà essere utilizzato per approfondire aspetti relativi a fattori predisponenti e 
tossine coinvolte nella patogenesi della malattia, ma anche per valutare l’efficacia di 
approcci alternativi all’antimicrobico per il controllo dell’EN in questa specie.
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Summary
Fowl typhoid (FT) caused by Salmonella ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) is a poultry 
disease distributed worldwide. Although it has been eradicated in commercial production of 
many developed countries, it still persists in developing countries of Latin American, Africa, 
and Asia as well as in some European countries. There are many products and strategies aimed 
to control the pathogen in the farms, and vaccines are frequently used to reduce mortality, clin-
ical signs as well as vertical or horizontal transmission. There are several types of Salmonella 
vaccines such as inactivated bacterins and live attenuated strains, which may be administered 
during the first days of life of the chicks. New trends in the use of vaccines for the control of 
Salmonella include the combination of inactivated and live vaccines, in order to improve the 
protection of birds and to explore their potential for heterologous protection. In this context, 
the aim of this work was to assess the protection against FT conferred by vaccines based on S. 
Enteritidis (SE) or SG and their combination. Five experimental groups of 22 birds each were 
included: 1) inactivated vaccine formulated with SG and SE, 2) a live vaccine based on a live 
attenuated strain of SE, 3) a plan combining the administration of both live and inactivated 
vaccines, 4) a plan using the attenuated SG 9R strain, and 5) control unvaccinated birds. At 30 
weeks of age, all hens were challenged with a 106 colony-forming unit of a virulent strain of SG 
and mortality was recorded during the subsequent 15 days. The results showed that the plan that 
included only the inactivated vaccine did not show significant protection (p=1) while the plan 
based on the administration of the attenuated strain of SE significantly reduced mortality in the 
group of birds (p= 0.0309). However, highest levels of protection were obtained in the group 
of hens immunized with the combination of the inactivated vaccine and the live attenuated SE 
strain (p < 0.0001), which was statistically similar to the homologous protection conferred by 
the SG 9R strain, a vaccine used in many countries to control FT. These results demonstrate that 
the combination of existing vaccines together with strict biosecurity measures in the farms may 
help to improve the control of the pathogen in countries where FT is an emerging o re-emerging 
disease.  

INTRODUZIONE
La tifosi aviare (FT) è una malattia setticemica causata dalla Salmonella Gallinarum (SG), che 
può essere trasmessa per via verticale o orizzontale. La malattia può generare ingenti perdite 
economiche negli allevamenti avicoli a causa degli elevati tassi di mortalità o della riduzione 
della crescita o della deposizione (Senevirathne, et al., 2022; Jeon et al., 2013). I segni clinici 
dell’infezione comprendono depressione, anoressia, disidratazione e diarrea (World Organi-
zation for Animal Health, 2022). L’eradicazione della malattia si ottiene solitamente con la 
pratica di adeguati programmi di allevamento, volti principalmente a controllare la trasmissione 
verticale negli allevamenti di riproduttori. I costi economici associati alla malattia compren-
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dono l’abbattimento e sostituzione delle linee parentali, nonché l’investimento in programmi 
di sorveglianza (Shivaprasad, 2000). La vaccinazione è una delle strategie più accettate per 
prevenire e controllare la FT. Il ceppo vaccinale SG9R è largamente il più utilizzato al mondo 
per prevenire la malattia (Beylefeld and Abolnik, 2023; Senevirathne et al., 2022). Sebbene la 
sua efficacia sia stata ampiamente dimostrata, vi è una certa preoccupazione in merito al suo 
utilizzo, ad esempio la variabilità della sua efficacia protettiva nei confronti di diverse razze, la 
persistenza del ceppo nelle galline immunizzate che può portare alla sua trasmissione attraverso 
le uova e la virulenza residua che può indurre la tifosi aviare in giovani uccelli (Kim et al., 2021; 
Kwon and Cho, 2011). D’altro canto, in tutto il mondo sono disponibili diversi vaccini vivi 
attenuati per controllare la Salmonella, per lo più basati sui sierotipi Enteritidis o Typhimurium, 
che possono stimolare sia la risposta immunitaria mucosale che quella cellulo-mediata. È stato 
riportato che questi ceppi attenuati possono anche fornire protezione contro altri sierotipi (Ak-
ter et al., 2022). Inoltre, sul mercato sono disponibili diversi vaccini inattivati per controllare 
tale patogeno e la maggior parte di essi include S. Enteritidis e/o S. Typhimurium nella propria 
formulazione (Crouch et al, 2020). La combinazione di piani vaccinali con vaccini sia vivi che 
inattivati è oggigiorno una pratica comune, al fine di migliorare i benefici di ciascun tipo di 
immunogeno come riportato da Huberman et al (2020) o Arborali et al (2017), sebbene la loro 
implementazione in allevamento non sempre sia basata su prove scientifiche. Pertanto, consid-
erando il potenziale della combinazione di diversi vaccini per migliorare la protezione contro la 
FT, lo scopo di questo lavoro è stato quello di confrontare l’efficacia di differenti piani vaccinali 
comprendenti vaccini eterologhi o omologhi inattivati e vivi attenuati contro l’infezione da SG 
in galline ovaiole.

MATERIALI E METODI
Animali e condizioni di allevamento
I pulcini femmine di un giorno della linea di ovaiole Brown Classic (n = 110) sono stati otte-
nuti da un incubatoio commerciale in Argentina. All’arrivo, gli uccelli sono stati assegnati a 5 
gruppi sperimentali e alloggiati in recinti di 1 x 1 m su trucioli di legno. Dalla 12a settimana di 
vita gli uccelli sono stati alloggiati in gabbie di 50 cm x 75 cm (3 uccelli per gabbia) fino alla 
fine della prova. Recinti e gabbie erano situati in strutture di livello 2 di biosicurezza. L’analisi 
batteriologica dei tamponi cloacali ha confermato che gli uccelli erano esenti da Salmonella. 
Durante lo studio, gli uccelli hanno ricevuto acqua e mangime commerciale senza antibiotici e 
coccidiostatici ad libitum.

Vaccini e procedure di vaccinazione. 
All’interno dello studio sono stati presi in considerazione tre vaccini:
una batterina bivalente formulata con ceppi di S. Gallinarum (SG) e S. Enteritidis (SE) inattivati 
con formalina e adiuvante acquoso (SALMONELL-BAC® HIDROSA, CALIER), somminis-
trata per via intramuscolare nel muscolo pettorale, 
un vaccino vivo attenuato formulato con ceppo SE CAL 10 Sm+/Rif+/Ssq- (PRIMUN® SAL-
MONELLA E, CALIER) somministrato mediante sonda gastrica, e
vaccino vivo attenuato ceppo SG 9R somministrato per via sottocutanea dietro il collo. Tutti 
i vaccini sono stati preparati, conservati e somministrati secondo le raccomandazioni del pro-
duttore.

Disegno sperimentale
Nello studio sono stati inclusi cinque gruppi sperimentali di 22 uccelli ciascuno.
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Gruppo vaccinato 1: gli uccelli sono stati inoculati con 2 dosi del vaccino bivalente inattivato 
alle settimane 8 e 12 (0,25 ml);
Gruppo vaccinato 2: gli uccelli hanno ricevuto 4 dosi di vaccino SE vivo attenuato al giorno 1 
di vita (0,2 ml) e alle settimane 8, 16 e 26 (0,5 ml);
Gruppo vaccinato 3: vaccinato con 3 dosi di vaccino vivo attenuato SE ai giorni 1 (0,2 ml) e alle 
settimane 8 e 16 (0,5 ml) e 2 dosi di vaccino bivalente inattivato alle settimane 8 e 12 (0,25 ml);
Gruppo vaccinato 4: gli uccelli sono stati inoculati con 2 dosi del vaccino vivo attenuato SG9R 
alle settimane 6 e 16 (0,2 ml);
Gruppo non vaccinato: uccelli non vaccinati sono stati inclusi come controllo.

Ceppo infettivo e preparazione dell’inoculo
Il test è stato effettuato utilizzando il ceppo di S. Gallinarum INTA 91, precedentemente isolato 
da galline ovaiole in Argentina (Chacana e Terzolo, 2006).

Infezione sperimentale
A 28 settimane di vita, gli uccelli di tutti i gruppi sperimentali sono stati inoculati individual-
mente con il ceppo infettivo di SG. Ciascun uccello ha ricevuto 1 ml dell’inoculo tramite sonda 
gastrica nel gozzo (dose di prova=106 cfu). La mortalità è stata registrata quotidianamente in 
tutti i gruppi durante i 14 giorni successivi all’infezione sperimentale. Tutti gli uccelli morti 
sono stati sottoposti a necroscopia e sono stati prelevati campioni di fegato per la rilevazione 
batteriologica e molecolare dell’agente patogeno, al fine di confermare la morte per tifo aviare. 
Il giorno 14 dopo l’infezione, tutti gli uccelli rimasti in vita sono stati sottoposti ad eutanasia 
mediante dislocazione cervicale, 5 uccelli di ciascun gruppo sperimentale sono stati inoltre 
sottoposti a necroscopia e prelievo di campioni di fegato.

Analisi batteriologiche e molecolari
Ciascun campione di fegato (1 g) è stato incubato in 10 ml di brodo di acqua peptonata all’1%. 
Dopo 18 ore di incubazione a 37°C, un’aliquota del brodo è stata coltivata su piastre di agar 
BG registrando l’isolamento della Salmonella. Inoltre, il rilevamento della Salmonella è stato 
eseguito mediante Real Time PCR.

Analisi statistica
Per l’analisi statistica è stato utilizzato il software GraphPad Prism 5. Le differenze tra le per-
centuali di mortalità a 14 giorni post-infezione sono state analizzate utilizzando il test di Fisher 
con un livello di significatività pari a 0,05.

RISULTATI 
Considerazioni generali
Tutti gli uccelli sono risultati negativi alla Salmonella per l’intera durata dello studio fino all’in-
fezione sperimentale, così come sono risultati normali sia il comportamento che il consumo di 
acqua e cibo. Dopo l’infezione, e circa 24 ore prima della morte per tifosi aviare, gli uccelli 
hanno iniziato a mostrare un decadimento generale, una mancanza di risposta agli stimoli, e in 
alcuni di essi sono state osservate anche piume arruffate e diarrea.

Mortalità dopo l’infezione
I tassi di mortalità in tutti i gruppi sperimentali sono mostrati rispettivamente nella Figura 1. A 
14 giorni post-infezione non sono state osservate differenze significative tra gli uccelli vaccinati 
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solo con la batterina inattivata e gli uccelli non vaccinati (P=1,00), ma la mortalità è stata sig-
nificativamente ridotta nel gruppo che ha ricevuto solo il vaccino vivo attenuato SE (P=0,031). 
Una maggiore riduzione della mortalità è stata riscontrata nel gruppo di uccelli vaccinati con 
la combinazione del vaccino SE inattivato e vivo e del vaccino vivo attenuato SG (in entrambi 
i casi, P < 0,0001 rispetto al gruppo non vaccinato). D’altra parte, non sono state osservate dif-
ferenze significative nella mortalità tra gli uccelli immunizzati con il piano vaccinale combinato 
e con il vaccino vivo SG (P = 0,3035).

Figura 1. Tasso di mortalità per tifosi aviare. Lettere diverse indicano differenze statistica-
mente significative.

Presenza di Salmonella nel fegato 
S. Gallinarum è stato rilevato nei fegati di tutte le galline morte dopo l’infezione sperimen-
tale. Negli uccelli sopravvissuti del gruppo di controllo l’agente patogeno è stato isolato 
in 2/5 (40%) e rilevato in 1/5 (20%) mediante Real Time PCR. Al contrario, i campioni di 
fegato analizzati degli uccelli sopravvissuti appartenenti agli altri gruppi sperimentali sono 
risultati negativi per l’isolamento o la rilevazione molecolare di SG. 

DISCUSSIONE
Abbiamo confrontato le prestazioni di diversi tipi di vaccini nel ridurre la mortalità 
dovuta alla tifosi aviare in galline ovaiole infettate sperimentalmente con un ceppo viru-
lento di SG precedentemente utilizzato in altri studi (Chacana e Terzolo, 2006; Casanova 
et al., 2021). Tra i piani vaccinali testati, abbiamo incluso una batterina bivalente formulata 
con S. Gallinarum e S. Enteritidis inattivati, un vaccino vivo basato su un ceppo attenuato 
di S. Enteritidis, una combinazione di entrambi i vaccini e anche l’omologo ceppo vivo 
attenuato SG 9R. Come previsto, la dose di 106 unità formanti colonie è stata in grado di 
produrre i tipici segni clinici acuti e la mortalità della FT, emulando una tipica epidemia 
di FT (Barrows e Freitas Neto 2011). Dopo l’infezione sperimentale, la setticemia era pre-
sente in ogni gallina morta ed è stata riscontrata una completa corrispondenza tra mortalità 
e colonizzazione degli organi.
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Non è stata osservata alcuna protezione quando gli uccelli sono stati immunizzati solo con 
il vaccino inattivato, sebbene nella sua formulazione includesse SG insieme a SE. I vaccini 
inattivati possono essere uno strumento utile per ridurre la diffusione e l’invasione della 
Salmonella non tifoidea, ma secondo Paiva et al (2009), la loro protezione potrebbe essere 
notevolmente ridotta nei confronti della SG patogena invasiva. Inoltre, secondo Huberman 
(2022), i vaccini inattivati possono produrre buone risposte immunitarie ma generalmente 
mancano di protezione contro i sierotipi invasivi.
Al contrario, il piano vaccinale che includeva solo il vaccino vivo per SE è stato in grado 
di ridurre significativamente la mortalità dovuta a FT. Una protezione incrociata simile è 
stata osservata da Chacana e Terzolo (2006) che hanno riportato la protezione di un vacci-
no vivo SE in galline infettate con SG circa 12 settimane dopo l’ultima vaccinazione. Gli 
autori suggeriscono che alcuni ceppi attenuati di SE sono in grado di proteggere contro la 
mortalità e la colonizzazione degli organi, e possono ridurre il tasso di escrezione fecale, 
diminuendo quindi la diffusione della SG nell’ambiente durante il periodo in cui il mi-
crorganismo viene escreto. Entrambi i sierotipi appartengono infatti al sierogruppo D1, il 
che potrebbe spiegare anche la protezione conferita dal vaccino SE. Inoltre, Thomson et 
al (2008) sostengono che SG si sia evoluta da un antenato di SE ed essi potrebbero quindi 
condividere alcuni geni di virulenza.
Tuttavia, nel nostro studio il grado di protezione più elevato è stato ottenuto dalla combi-
nazione del vaccino SE inattivato e vivo, che è stato significativamente maggiore rispetto 
alla protezione osservata quando veniva somministrato solo il vaccino vivo. Infatti, la com-
binazione di entrambi i vaccini è stata in grado di conferire un tasso di protezione simile 
a quello della vaccinazione con il ceppo omologo SG 9R. Inoltre, ci sono alcuni vantaggi 
legati all’utilizzo del vaccino vivo SE. Ad esempio, il vaccino può essere somministrato fin 
dal primo giorno di vita dei pulcini, il che consente una rapida colonizzazione dell’intesti-
no da parte di ceppi attenuati che possono inibire rapidamente l’adesione della Salmonella 
patogena all’epitelio entro 24 ore (Van Immerseel et al., 2005). Al contrario, la vaccinazi-
one SG9R è solitamente raccomandata dalle 6 settimane di età in poi poiché può ridurre il 
tasso di crescita nei giovani pulcini, con conseguente mancanza di protezione contro SG o 
altri sierotipi durante uno dei periodi più sensibili per gli uccelli (Kim et al., 2021). Inoltre, 
la potenziale reversione del ceppo SG9R al suo stato virulento non è chiara. Mentre alcuni 
autori hanno riferito che nessun focolaio di FT è stato causato dal ceppo SG 9R (Koerich et 
al., 2018) o che non è stata osservata alcuna reversione (Okamoto et al, 2010), altri autori 
suggeriscono che gli isolati di campo di SG potrebbero avere un’origine correlata al ceppo 
9R (Kwon e Cho, 2011; Van Immerseel et al., 2013).

CONCLUSIONI
In conclusione, i nostri risultati hanno dimostrato che la combinazione di vaccini vivi e 
inattivati contro la Salmonella può essere una buona opzione da includere in un piano di 
controllo della FT. Bisogna però considerare che le misure di biosicurezza rappresentano 
la prima e più importante barriera per evitare il contagio dei volatili da parte della SG e la 
sua diffusione tra gli allevamenti. Pertanto, la vaccinazione deve essere inclusa come stru-
mento nel contesto di un programma olistico volto al controllo di questo e di altri sierotipi 
di Salmonella lungo tutta la catena della produzione avicola.
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Summary 
Characterizing the gut microbiota of free-range and alternative poultry production sy-
stems provides information useful for improving poultry welfare, performance, and 
environmental sustainability. In this study we characterized the composition, diversi-
ty, and predicted functions of the caecal microbiota community present in free-range 
broilers over their lifespan by 16S rDNA high-throughput Illumina sequencing. A total 
of 18 chickens reared for 56 days on a semi-extensive management system were eu-
thanized at two time points: 9 birds at 28 days of age (before have access to outdoor; 
I= Indoor) and other 9 birds at 56 days of age (before slaughter; O= Outdoor). Caecal 
contents were collected for microbiota analyses. Among the minor phyla associated 
with a healthy gut, we have highlighted the presence of Deferribacterota and, at the 
species level, of Mucispirillum schaedleri following the outdoor access period. In de-
tail, Amplicon Sequence Variants (ASVs) annotated as M. schaedleri were absent in 
the indoor group and detected exclusively in the cecum of all free-range chickens with 
a mean proportion of 1.44% (p=0.00012 for I vs O comparison after Bonferroni cor-
rection). Moreover, KEGG functions involved in butyrate production were predicted 
as enriched in O group. These gene functions were found to be positively correlated 
with M. schaedleri abundance levels. There is still little and conflicting information in 
the scientific literature, but this bacterium is known to have a mucus-associated niche 
in the gut, and thus, in light of our data obtained, it could be considered an interesting 
bacterial marker chicken gut health. 

INTRODUZIONE
L’intestino dei polli ospita una comunità microbica diversificata che interagisce stretta-
mente con l’ospite che fornisce una nicchia e nutrienti per la crescita o la proliferazione 
microbica. La composizione del microbiota intestinale dei polli da carne è ritenuta un 
importante fattore determinante per il benessere, le prestazioni e l’impatto ambientale 
degli animali e una maggiore diversità microbica è fondamentale per garantire lo stato 
di salute dell’ospite, perché svolge un ruolo vitale nel metabolismo, nella regolazione 
del sistema immunitario e nell’esclusione competitiva di organismi patogeni. Molti 
fattori influenzano la diversità e la composizione del microbiota intestinale del polla-
me, come la dieta, le condizioni di allevamento, la genetica dell’ospite e l’età. Dieta 
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e sistemi di allevamento sono stati identificati come fattori chiave che contribuiscono 
alla diversità microbica, ma sono necessari ulteriori studi per comprendere l’impor-
tanza dei diversi sistemi di allevamento, in particolare quelli all’aperto dove gli studi 
sono ancora scarsi. In un nostro studio precedente abbiamo caratterizzato la composi-
zione, la diversità e le funzioni previste della comunità del microbiota cecale presente 
nei polli da carne allevati all’aperto nel corso della loro vita, utilizzando tecnologie 
di sequenziamento di nuova generazione (NGS). L’intento era quello di ampliare la 
nostra comprensione dei fattori responsabili del cambiamento della composizione del 
microbiota. Dai diversi dati ottenuti abbiamo evidenziato inaspettatamente la presenza 
dei Deferribacterota tra i phyla minori e, a livello di specie, di Mucispirillum schae-
dleri, solo nei polli allevati all’aperto (Varriale et al., 2022) e che qui, in questo stu-
dio abbiamo ritenuto importante sottolineare. Mucispirillum schaedleri (Mu.ci.spi′ril.
lum. L. n. mucus mucus; N.L. dim. neut. n. spirillum; N.L. neut. n. mucispirillum un 
piccolo bastoncino a spirale del muco; schaed′ler.i. N.L. gen. n. schaedleri di Schae-
dler, in onore di Russell Schaedler, uno dei pionieri nello studio dei batteri del tratto 
intestinale dei mammiferi) (Deferribacteraceae) è un batterio spiraliforme, flagellato, 
Gram-negativo, anaerobio obbligato, descritto per la prima volta nel 1987 come “spi-
rocheta” (Desjardins et al., 2023). La sua designazione originale, “Altered Schaedler 
Flora ceppo 457” (ASF 457), si riferisce al suo inserimento in comunità modello di 
microrganismi sviluppata da R.P. Orcutt e utilizzata dalla fine degli anni Settanta. I 
microrganismi che compongono l’ASF sono tutti derivati da topi, possono essere col-
tivati in vitro e sono passati in modo stabile attraverso più generazioni (almeno 15 
anni o più, secondo gli autori) in topi gnotobiotici allevati continuamente in strutture 
di isolamento. Mucispirillum schaedleri è incluso in consorzi forniti in commercio 
utilizzati per stabilire comunità batteriche presumibilmente standardizzate. M. schae-
dleri oltre ad essere un membro prevalente del microbiota intestinale dei topi è anche 
un membro a bassa abbondanza del microbiota intestinale umano (Desjardins et al., 
2023; Wymore Brand et al., 2015; Herp et al., 2023). I dati disponibili in letteratura 
scientifica circa la presenza e il ruolo di M. schaedleri negli avicoli sono scarsi e si 
riferiscono principalmente a sistemi di allevamenti free-range e biologici, limitandosi 
solo a riportarlo tra la comunità microbica intestinale dei polli allevati all’aperto. In 
un altro studio condotto da Wen et al. (2019), è stato osservato che la specie M. scha-
edleri era significativamente associata a una minore massa grassa addominale e a un 
minor peso corporeo dei polli. Una recente previsione del genoma ha dimostrato che 
M. schaedleri utilizza monosaccaridi, oligopeptidi, aminoacidi e SCFA come substrati 
per il suo metabolismo energetico, mentre ha una capacità estremamente limitata di 
degradare i polisaccaridi. È quindi probabile che questo microrganismo serva come 
consumatore di prodotti di degradazione prodotti da microbioti idrolitici o fermentativi 
(Wen et al., 2019). Questo dato risulta interessante considerando che l’eccessivo depo-
sito di grasso addominale è un problema diffuso nella produzione avicola, perché non 
solo riduce l’efficienza alimentare e la resa delle carcasse commestibili, ma provoca 
anche un calo dei consumi e l’insoddisfazione dei consumatori. Ogni anno in tutto il 
mondo i polli da carne producono circa tre milioni di tonnellate di grasso addominale 
che vengono scartate durante la lavorazione. Pertanto, le perdite economiche associate 
a questo problema sono stimate in oltre 2,7 miliardi di dollari. Questi risultati fornisco-
no approfondimenti sul ruolo complesso del microbiota intestinale e contribuiscono 
allo sviluppo di strategie per alterare il microbiota intestinale al fine di controllare la 
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deposizione di grasso durante la produzione di broiler. Inoltre, risulta di particolare 
importanza uno studio in cui si riporta che M. schaedleri, un membro prevalente del 
microbiota murino, protegge i topi dall’infezione e dalla colite da Salmonella enterica 
serovar Typhimurium, interferendo con l’invasione del patogeno e l’espressione dei 
fattori di virulenza. L’analisi di metatranscriptomica fatta in vivo, suggerisce che i due 
batteri abitano una nicchia comune nell’intestino e competono per nutrienti simili, in 
particolare idrogeno e nitrato. In particolare, Salmonella Typhimurium può invadere 
le cellule epiteliali intestinali utilizzando un sistema di secrezione batterica di tipo 3 
codificato nell’isola di patogenicità 1 di Salmonella (T3SS-1) che consente la trasloca-
zione dei fattori di virulenza direttamente nelle cellule epiteliali dell’ospite innescando 
l’invasione di Salmonella Typhimurium e le risposte infiammatorie. Gli autori hanno 
dimostrato che la respirazione dei nitrati aumenta l’espressione dei geni di Salmonella 
Typhimurium T3SS-1 in vitro in condizioni anaerobiche e che l’espressione di SPI1-
T3SS risultava marcatamente ridotta in presenza di M. schaedleri, in vivo, come di-
mostrato dai dati RNAseq. Pertanto, gli autori hanno ipotizzato che M. schaedleri può 
bloccare l’espressione dei geni di invasione di Salmonella Typhimurium competendo 
per il nitrato nell’intestino. Infine, M. schaedleri è in grado di alterare le concentrazioni 
intestinali di Short Chain Fatty Acids (SCFA) nei topi, riducendo le quantità di acetato 
e propionato negli animali colonizzati. Gli SCFA e gli acidi biliari hanno dimostrato 
di essere importanti spunti ambientali per l’espressione di SPI1-T3SS, dove l’acetato 
induce l’espressione di SPI1-T3SS, mentre il butirrato e il propionato mostrano un 
effetto inibitorio (Herp et al., 2023). Pertanto, alla luce di questi pochi ma interessanti 
dati rinvenuti, con il nostro studio abbiamo ritenuto opportuno sottolineare la presenza 
di M. schaedleri nel microbiota intestinale di polli allevati all’aperto e indagare anche 
sulle funzioni geniche ad esso correlate circa la produzione di SCFA. Questo batterio, 
noto per avere una nicchia associata al muco nell’intestino, con tutte le caratteristiche 
sopra descritte, può essere considerato un biomarcatore della salute intestinale anche 
nelle specie avicole, in particolare nei polli da carne.

MATERIALI E METODI 
In questo studio sono stati utilizzati incroci Hubbard (ISA 956) provenienti da un al-
levamento a marchio certificato del sud Italia. I polli sono stati allevati per 56 giorni 
con un sistema di gestione semi-estensivo caratterizzato dall’uso di mangimi privi di 
OGM e dalla totale assenza di antibiotici (dal 29°giorno di età i polli avevano libero 
accesso alle aree esterne, includendo nella dieta altri elementi vegetali, semi, frutti, 
insetti e particelle di terreno) e macellati con un peso corporeo medio di 2 Kg. Il man-
gime, fornito ad libitum, era costituito per il 50-60% da cereali e diverse proporzioni 
di frumento e soia a seconda del fabbisogno di età (1-28 gg 5% frumento e 30% soia, 
29-56 gg 11% frumento e 24% soia), integrato con carbonato di calcio, fosfato bi-
calcico, cloruro di sodio e bicarbonato di sodio. I vaccini somministrati erano quelli 
contro la malattia di Newcastle, la bronchite infettiva e la bursite infettiva. Sono stati 
selezionati casualmente un totale di 18 polli, durante l’intero periodo produttivo, in 
due time-pont: 9 polli a 28 giorni di età (prima dell’accesso all’esterno; I= Indoor) e 
altri 9 polli a 56 giorni di età (prima della macellazione; O= Outdoor). Tutti i soggetti 
sono stati sottoposti a eutanasia per dislocazione cervicale e sezionati in condizioni 
sterili. Da ciascun cadavere, i ciechi sono stati legati alle due estremità, separati con 
strumenti sterili dal resto del tratto gastrointestinale, posti in una provetta sterile da 15 
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ml e conservati a -80°C. Sequenziamento del microbiota ed analisi dei dati Il DNA 
genomico batterico è stato estratto da circa 0.18 g di contenuto cecale utilizzando il kit 
QIAamp DNA Stool Mini (Qiagen) secondo le istruzioni del produttore, quantificato al 
NanoDrop e sottoposto ad elettroforesi in gel d’agarosio allo 0.8%. I campioni di DNA 
sono stati conservati a -20°C fino alla processazione per l’amplificazione. Le librerie 
per il sequenziamento delle regioni V3 e V4 sono state preparate secondo il protocollo 
del 16S Metagenomic Sequencing Library Preparation for Illumina Miseq System e 
sequenziate secondo quanto riportato da Borrelli et al. (2017). I dati relativi alle se-
quenze sono stati importati nel software QIIME2 (v2021.4) per l’analisi. Le letture 
sono state filtrate, tagliate e controllate per le chimere utilizzando il plugin DADA2 
che ha generato varianti uniche di ampliconi (ASVs). Successivamente, le ASVs sono 
state classificate con QIIME2 utilizzando il database SILVA v138 con un classifica-
tore specifico per le regioni amplificate. Le differenze tra i gruppi a livello di specie 
sono state determinate attraverso il test t di Student corretto con il Test di Bonferro-
ni). La correlazione di Pearson è stata poi utilizzata per associare l’abbondanza di 
M. schaedleri con quella delle altre specie batteriche con livelli significativamente 
diversi tra i due gruppi. Il profilo metagenomico funzionale in ciascun campione 
è stato studiato mediante PICRUSt2 (phylogenetic investigation of communities 
by reconstruction of unobserved states), focalizzando l’attenzione sull’analisi di 
dell’abbondanza di KEGGs (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ortholog) 
relative alla formazione dei principali acidi grassi a catena corta (SCFAs).

RISULTATI
Per i campioni sequenziati abbiamo ottenuto un totale di 18,473 sequenze assegnate 
in 3 ASVs, con una media di 10,526.28 sequenze per campione (il valore più basso 
osservato per un campione era di 5,766 sequenze ed il più alto di 14,787 sequenze). 
L’analisi delle curve di rarefazione ha mostrato che con il numero minimo di 5,766 
sequenze/campione è stata ottenuta una buona profondità di sequenziamento e una 
copertura adeguata delle specie costituenti il microbiota di ciascun campione. La 
maggior parte delle sequenze (99.87%) erano rappresentate da sequenze batteriche 
(103,650), seguite da sequenze di Archaea (137 sequenze, 0.13%) ed una sequen-
za non classificabile (0.001%). Sono state osservate differenze significative nella 
composizione del microbiota cecale dei polli a 28 giorni di età (gruppo Indoor) e 
a 56 giorni di età (gruppo Outdoor). Il gruppo Outdoor ha mostrato una comunità 
microbica più ricca e complessa, caratterizzata dalla comparsa di nuovi phyla come 
Deferribacterota e Synergistota, mentre il gruppo Indoor ha mostrato un aumento 
di Campylobacterota. Tra i phyla minori associati a un intestino sano, abbiamo 
evidenziato la presenza di Deferribacterota e, a livello di specie, di Mucispirillum 
schaedleri dopo il periodo di accesso all’aperto. Questa osservazione è in linea con 
pochi studi che descrivono la comunità microbica dei polli allevati all’aperto. In 
particolare, ASVs annotate come M. schaedleri sono state identificate esclusiva-
mente nei campioni prelevati dal gruppo Outdoor. La proporzione di M. schaedleri 
nel gruppo Outdoor si è rivelata quindi significativamente più elevata rispetto al 
gruppo Indoor, (1.44% e 0% rispettivamente, p=0.00012 dopo correzione con Bon-
ferroni) (Fig.1 A). Inoltre, la presenza di M. schaedleri è risultata negativamente 
correlata con i livelli di Barnesiella viscericola ed Eubacterium coprostanoligenes. 
L’analisi di predizione del metagenoma ha evidenziato un arricchimento significa-
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tivo nel gruppo Outdoor delle conte di funzioni enzimatiche coinvolte nella produ-
zione di butirrato (K00634, fosfato butirril-transferasi: 590.8 ± 207.9 e 1147.1 ± 
490.9 in I e O, rispettivamente, p<0.01; K00929, butirrato chinasi: 622.7 ± 208.9 e 
1200.9 ± 506.9 in I e O, rispettivamente , p<0.01; K01034, acetato CoA-transferasi  
subunità alfa: 40.6 ± 24.3 e 141.5 ± 82.7 in I e O, rispettivamente, p<0.01). Queste 
tre funzioni geniche sono risultate positivamente correlate ai livelli di abbondanza 
di M. schaedleri.

DISCUSSIONE
Il presente studio ha evidenziato che la comunità del microbiota cecale dei pol-
li free-range era notevolmente diversa prima e dopo l’accesso all’aperto, quando 
sono stati introdotti nella dieta diversi tipi di risorse ambientali, come erbe e in-
setti. Potremmo ipotizzare che la maggiore diversità della comunità microbica e 
la comparsa di altri taxa come Mucispirillum schaedleri, possa essere associati a 
un intestino sano. Come riportato dall’analisi di predizione metagenomica, i livelli 
di abbondanza di M. schaedleri sono stati positivamente correlati a tre funzioni 
enzimatiche coinvolte nella produzione di butirrato. Il butirrato ha numerosi effetti 
benefici sui tessuti intestinali e sulla salute dell’intestino nei polli, in quanto è una 
fonte energetica essenziale per lo sviluppo e la proliferazione dell’epitelio gastroin-
testinale. Inoltre, l’acido butirrico riduce la colonizzazione di batteri nocivi abbas-
sando il pH intestinale, influenza la morfologia degli organi digestivi e linfatici e 
migliora l’efficienza alimentare e l’aumento di peso (Xiao et al., 2023). Pertanto, 
riteniamo che M. schaedleri potrebbe essere un promettente marcatore batterico in-
testinale per la salute dell’ospite. I nostri risultati suggeriscono che i sistemi di pro-
duzione alternativi con accesso all’aperto possono svolgere un ruolo cruciale nella 
creazione di un microbiota intestinale sano. Anche la dieta e altri fattori ambientali 
rappresentano potenti modulatori del microbioma intestinale e sono necessarie ul-
teriori indagini per capire meglio come possiamo sfruttare responsabilmente questo 
ecosistema interno per rendere gli animali più sani, ridurre l’uso e la dipendenza 
da antimicrobici negli allevamenti e prevenire la resistenza agli antimicrobici per 
una salute ambientale. Per rispondere alla domanda se M. schaedleri può essere 
considerato un biomarker e utilizzato come possibile probiotico per promuovere 
la salute intestinale dei polli, è necessario condurre ulteriori ricerche. I dati restano 
ancora scarsi e quello che sappiamo è che è in grado di colonizzare l’intestino dei 
polli, ma per averne ulteriori conferme bisogna procedere con studi di distribuzione 
all’interno della popolazione, attraverso tecniche di sequenziamento profondo di 
campioni intestinali. 

CONCLUSIONI
In conclusione, l’identificazione dei batteri associati all’ospite, come M. schaedleri, 
che possono mediare la resistenza a possibili infezioni è essenziale per studiare la 
loro influenza sui patogeni a livello funzionale e comprendere i nessi causali in que-
sta complessa interazione. La modulazione dell’espressione dei fattori di virulenza 
è un meccanismo finora sconosciuto di protezione dall’infezione da patogeni me-
diata dal microbiota, e in questo caso i polli provenienti da allevamenti free-range 
potrebbero essere considerati anche ottimi modelli per comprendere meglio questo 
meccanismo.
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Figura 1. A) Abbondanza relativa di M. schaedleri nei polli Indoor e Outdoor (p < 
0.001) che è risultato assente in tutti i campioni del gruppo Indoor e presente in quelli 
Outdoor. B) Specie batteriche significative che correlano negativamente e positiva-
mente con M. schaedleri sulla base della correlazione di Pearson. A sinistra: Heatmap 
evidenzia le specie batteriche con più alta (blu) e più bassa (rossa) correlazione con M. 
schaedleri. A destra: media dell’abbondanza relativa delle specie batteriche significa-
tivamente differenti tra i polli Indoor e Outdoor sulla base del test t di Student corretto 
con test di Bonferroni.
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VALUTAZIONE IN VITRO DELL’EFFICACIA ANTIMICROBICA 
DELL’OLIO ESSENZIALE DI CANNELLA NEI CONFRONTI DI STI-
PITI APEC (AVIAN PATHOGENIC ESCHERICHIA COLI)

Casalino G., Camarda A., Bozzo G., Dinardo F.R., Bove A., Romito D., Dimuccio M.M., 
Circella E. 

Dipartimento di Medicina Veterinaria, Università degli Studi di Bari, S.P. 
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Summary
Colibacillosis is caused in avian species by APEC (Avian Pathogenic Escherichia 
coli) strains and is a frequent and relevant bacterial disease in the poultry industry. 
Prevention is based on the control of managerial and environmental predisposing 
factors, biosecurity measures and the use of the vaccine against O78, which 
represents the serogroup mainly involved and spread. The aim of this study was 
to evaluate in vitro the antimicrobial efficacy of cinnamon essential oil against 
APEC strains isolated from laying hens that died of colibacillosis. The values of 
MIC90 (minimum concentration inhibiting 90% of strains) and MIC50 (minimum 
concentration inhibiting 50% of strains) of the essential oil were evaluated. Ninety-
one strains belonging to serogroups O78 (40 strains), O2 (33), O128 (7) and O139 
(11) were tested in bacterial densities of both 108 and 106 CFU/mL. The MIC90 and 
MIC50 values were 0.5 and 0.4 μL/mL, respectively, for the bacteria analysed with 
density of 108 CFU/mL while they were 0.4 and 0.3 μL/mL for bacterial density of 
106 CFU/mL. Therefore, cinnamon essential oil seems to be effective, even with 
low concentrations, in inhibiting APEC strains and could potentially be used, after 
further trials in field conditions, for the prevention of colibacillosis in poultry.

INTRODUZIONE
La colibacillosi, causata da Escherichia coli (E. coli), è di interesse rilevante nel 
settore avicolo industriale in quanto responsabile di perdite economiche legate 
alla mortalità e ai cali produttivi che si registrano nei flocks di animali colpiti. Le 
forme cliniche di colibacillosi sono numerose e, tra queste ritroviamo le onfaliti dei 
pulcini, le oviduttiti, le forme setticemiche, le forme respiratorie con aerosacculiti 
e coinvolgimento di altre sierose che si riscontrano sia nei broilers che nelle galline 
ovaiole (Nolan et a., 2020), e possibili lesioni in altre sedi. Pur essendo una malattia 
condizionata da una inappropriata gestione dei gruppi allevati, alcuni ceppi di E. 
coli, in particolare appartenenti a determinati sierotipi e muniti di geni codificanti per 
fattori di virulenza (La Ragione e Woodward, 2002; Schouler et al., 2012), sono più 
frequentemente responsabili della colibacillosi. Tali stipiti sono definiti, nelle specie 
aviari, Avian Pathogenic E. coli (APEC) e utilizzano diversi fattori di virulenza, 
principalmente adesine e sistemi di acquisizione del ferro, per evadere i meccanismi 
di difesa dell’ospite e diffondere nell’organismo (Dziva e Stevens, 2008). I sierotipi 
più comunemente responsabili della colibacillosi nel pollame sono O1, O2, and 
O78 (Circella et al., 2012). Tuttavia, vari altri sierotipi possono essere coinvolti. 
Ad esempio, O111 è responsabile sia di forme setticemiche che di polisierositi 
nelle galline ovaiole (Zanella et al., 2000), mentre O128 and O139 sono associati 
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a forme respiratorie con aerosacculiti, pericarditi e peri-epatiti (Giovanardi et al., 
2005). Il controllo della colibacillosi è stato spesso basato in passato sull’uso di 
antibiotici. Tuttavia, considerato l’incremento dei fenomeni di antibiotico resistenza 
legato all’uso frequente delle molecole, il potenziale rischio di trasmissione di 
batteri antibioticoresistenti all’uomo attraverso la catena alimentare o la possibile 
esposizione di veterinari e addetti alla produzione attraverso il contatto con animali 
contaminati da batteri antibiotico resistenti, l’uso degli antibiotici è stato ridotto 
drasticamente in un’ottica “One Health”, a favore dell’incremento delle misure 
alternative di prevenzione e controllo. Attualmente è disponibile un vaccino vivo 
commerciale allestito con E. coli O78 registrato in UE dal 2013 e distribuito in diversi 
Paesi, tra cui l’Italia, la Germania, la Spagna e la Francia, che protegge nei confronti 
dei ceppi di campo O78 e in misura molto meno efficace nei confronti di stipiti 
appartenenti ad altri sierotipi (Galal et al., 2018). Altre potenziali misure di controllo 
possono essere i probiotici, gli acidificanti intestinali e alcuni composti naturali. Tra 
questi, la cannella è dotata di potenziali attività antimicrobiche, che sembrano legate 
principalmente all’aldeide cinnamica presente nelle diverse parti della pianta che 
vengono utilizzate per ottenere l’olio essenziale (Vasconcelos et al., 2018). Lo scopo 
di questo lavoro è stato quello di valutare la potenzialità antimicrobica di questo olio 
essenziale nei confronti di stipiti APEC isolati da casi di colibacillosi.

MATERIALI E METODI
Olio essenziale di cannella e modalità di utilizzo nelle prove di efficacia
È stato utilizzato un prodotto commerciale (ERBA VITA GROUP S.p.A, Chiesanuova, 
San Marino) contenente olio essenziale puro di cannella (Cinnamomum zeylanicum 
Blume) ottenuto per idrodistillazione. Le prove di efficacia sono state effettuate su 
Muller–Hinton agar (Oxoid), ricostituito e sterilizzato in autoclave a 121 °C for 15 
min. Il terreno è stato successivamente portato a 50 °C in bagno termostatato prima 
di aggiungere l’olio essenziale in volumi differenti secondo quanto riportato nei 
paragrafi successivi.

Stipiti batterici utilizzati e preparazione delle sospensioni batteriche 
Sono stati utilizzati 91 stipiti di E. coli, precedentemente isolati da casi di colibacillosi 
insorti in allevamenti di galline ovaiole e conservati -a 20°C presso la ceppo-teca 
della sezione di Patologia aviare del Dipartimento di Medicina Veterinaria di Bari. 
I ceppi sono scelti in base al sierogruppo di appartenenza. In particolare, sono stati 
utilizzati 40 stipiti O78, 33 O2, 11 O139 e 7 O128.

Preparazione delle sospensioni batteriche
Prima del loro utilizzo nelle prove di efficacia, i ceppi sono stati ripassati su TSA 
(Tryptic Soy agar) ed incubati a 37 °C per 24 ore. Da ciascuno stipite, in soluzione 
fisiologica sterile, è stata preparata una sospensione batterica con densità ottica pari 
a 0.5 McFarland standard corrispondente a 1–2 × 108 CFU/mL. Partendo da ogni 
sospensione così ottenuta, procedendo con diluizioni scalari, sono state ottenute le 
rispettive sospensioni in carica pari a 106 CFU/mL.

Test preliminari di efficacia 
Sono stati effettuati utilizzando 2 ceppi di E. coli O2 e 2 stipiti O78, allestendo per 
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ognuno le rispettive sospensioni con carica 108 CFU/mL e 106 CFU/mL. Utilizzando 
una metodica già descritta (Circella et al., 2022), 10 µL delle sospensioni in carica 
108 CFU/mL sono stati seminati a spot su Muller–Hinton agar contenente l’olio 
essenziale in concentrazioni da 0.01 a 1% (0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1%) corrispondenti 
da 0.1 µL/mL a 10 µL/mL (0.1, 0.5, 1, 5, 10 µL/mL), rispettivamente. Dieci µL delle 
sospensioni batteriche pari a 106 CFU/mL sono state inoculate a spot sul terreno 
contenente l’olio in concentrazioni da 0.005 to 0.5% (0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5%) 
corrispondenti da 0.05 a 5 µL/mL (0.05, 0.1, 0.5, 1, 5 µL/mL). Ogni sospensione 
è stata inoculata contemporaneamente su Muller–Hinton agar privo dell’olio 
essenziale, come controllo positivo di crescita. Tutte le piastre sono state incubate 
a 37 °C per 24 h in condizioni di aerobiosi. L’effetto inibitorio dell’olio essenziale 
è stato interpretato in base alla inibizione della crescita batterica in corrispondenza 
dello spot di semina.

Test di efficacia 
In base ai risultati emersi dai test preliminari, per analizzare i ceppi batterici in carica 
pari a 108 CFU/mL, sono state scelte le concentrazioni scalari di olio essenziale da 
0.01 a 0.08% (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06, 0.07, 0.08%) corrispondenti da 0.1 
a 0.8 µL/mL (0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8 µL/mL). 
Per analizzare i ceppi in carica pari a 106 CFU/mL, sono state scelte le concentrazioni 
da 0.01 to 0.05% (0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05%) corrispondenti da 0.1 a 0.5 µL/mL 
(0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 µL/mL). Le sospensioni batteriche sono state seminate a spot 
sui terreni come già descritto. Per ciascun ceppo è stato inoltre adottato un controllo 
di crescita, come già riportato nel paragrafo precedente. Dopo incubazione dei terreni 
per 24 h a 37 °C in aerobiosi, sono stati letti i risultati, valutando l’efficacia dell’olio 
essenziale in base alla crescita o mancanza di crescita in corrispondenza dello spot 
di semina. I test sono stati eseguiti due volte in due giornate differenti, per poter 
confermare la ripetitività dei risultati.

RISULTATI
Test preliminari 
I 4 ceppi analizzati nei test preliminari in carica pari a 108 CFU/mL sono stati inibiti 
dall’olio essenziale fino alla concentrazione di 0.5 µL/mL. In presenza di 0.1 µL/
mL di olio essenziale, nessuno dei 4 ceppi analizzati è stato inibito. Per le prove con 
carica batterica di 106 CFU/mL, tutti i 4 ceppi sono stati inibiti da 5 a 0.5 µL/mL di 
olio essenziale, mentre sono tutti cresciuti in presenza dell’olio in concentrazioni 
pari a 0.1 and 0.05 µL/mL.

Test di efficacia nei confronti degli stipiti analizzati in carica batterica pari a 108 

CFU/mL
Considerando il totale dei ceppi, la concentrazione di olio essenziale in grado di 
inibire il 90% degli stipiti testati (MIC90) è risultata pari a 0.5 µL/mL. Il valore di 
MIC50 è invece corrisposto a 0.4 µL/mL (tabella 1).
Non sono state osservate differenze dei valori di MIC90 e MIC50 in base al sierogruppo, 
ad eccezione degli stipiti O139 per i quali i valori di MIC90 e MIC50 sono risultati 
equivalenti e pari a 0.5 µL/mL.
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Sierogruppo N° stipiti Olio essenziale (µL/mL) N° inibiti (%) p-Value

O78 40

0.1 0 (0)

<0.001

0.2 0 (0)
0.3 0 (0)
0.4 24 (60)
0.5 40 (100)
0.6 40 (100)
0.7 40 (100)
0.8 40 (100)

O2 33

0.1 0 (0)

<0.001

0.2 0 (0)
0.3 1 (3)
0.4 23 (69.7)
0.5 32 (97)
0.6 33 (100)
0.7 33 (100)
0.8 33 (100)

O139 11

0.1 0 (0)

<0.001

0.2 0 (0)
0.3 0 (0)
0.4 6 (36.4)
0.5 11 (100)
0.6 11 (100)
0.7 11 (100)
0.8 11 (100)

O128 7

0.1 0 (0)

<0.001

0.2 0 (0)
0.3 0 (0)
0.4 6 (85.71)
0.5 7 (100)
0.6 7 (100)
0.7 7 (100)
0.8 7 (100)

Totale 91

0.1 0 (0)

<0.001

0.2 0 (0)
0.3 1 (1.09)
0.4 59 (64.83)
0.5 90 (98.9)
0.6 91 (100)
0.7 91 (100)
0.8 91 (100)

Tabella 1. Effetto inibitorio dell’olio essenziale di cannella nei confronti di E. coli 
appartenenti a sierogruppi diversi analizzati in carica pari a 108 CFU/mL.
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Test di efficacia nei confronti degli stipiti analizzati in carica batterica pari a 106 
CFU/mL
Per la totalità dei ceppi analizzati in carica batterica pari a 106 CFU/mL, i valori 
di MIC90 e MIC50 sono risultati rispettivamente pari alle concentrazioni di 0.4 e 0.3 
µL/mL di olio essenziale (tabella 2). Andando ad osservare il comportamento dei 
ceppi in base al sierogruppo, gli stessi valori si sono confermati per gli stipiti O2 e 
O78, mentre per i ceppi O128 e O139 i valori di MIC90 e MIC50 risultavano entrambi 
corrispondenti a 0.4 µL/mL.
In presenza di concentrazioni di olio essenziale pari a 0.2 µL/mL, è stata osservata 
l’inibizione di 9 stipiti appartenenti ai sierogruppi O2 e O78.

Sierogruppo N° stipiti Olio essenziale (µL/mL) N° inibiti (%) p-Value

O78 40

0.1 0 (0)

<0.001
0.2 5 (12.5)
0.3 36 (90)
0.4 40 (100)
0.5 40 (100)

O2 33

0.1 0 (0)

<0.001
0.2 4 (12.1)
0.3 23 (69.7)
0.4 33 (100)
0.5 33 (100)

O139 11

0.1 0 (0)

<0.001
0.2 0 (0)
0.3 0 (0)
0.4 11 (100)
0.5 11 (100)

O128 7

0.1 0 (0)

0.2 0 (0)
0.3 0 (0)
0.4 7 (100)

0.5 7 (100)

Totale 91

0.1 0 (0)

<0.001
0.2 9 (9.9)
0.3 59 (64.8)
0.4 91 (100)
0.5 91 (100)

Tabella 2. Effetto inibitorio dell’olio essenziale di cannella nei confronti di E. coli 
appartenenti a sierogruppi diversi e analizzati in carica pari a 106 CFU/mL.
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DISCUSSIONE
I principali costituenti dell’olio essenziale di cannella sono rappresentati da aldeide 
cinnamica o cinnamaldeide, presente prevalentemente (circa 88%), alcool benzilico 
(8%), ed eugenolo (1%), che hanno attività sinergica (Abd El-Hack et al., 2020) 
e favoriscono la penetrazione della cinnamaldeide nello strato fosfolipidico delle 
pareti cellulari batteriche, favorendone il legame con le proteine. Ne consegue la 
coagulazione citoplasmatica, la denaturazione di enzimi e proteine e la perdita di 
metaboliti e ioni (Burt, 2004). L’efficacia dell’olio essenziale emersa in questo 
studio nei confronti dei ceppi testati è di particolare interesse in quanto E. coli è 
un germe Gram-negativo, ed ha quindi uno spesso strato di lipopolisaccaridi, che 
dovrebbe rendere il germe potenzialmente più resistente rispetto ai batteri Gram 
positivi (Shen et al., 2015, Zhang et al., 2016). Studi condotti sul ceppo di referenza 
di E. coli ATCC 25922 (He et al., 2019), hanno evidenziato che la cinnamaldeide 
può inibire la replicazione batterica aumentando la permeabilità della membrana 
cellulare, causando il collasso e la perdita del contenuto cellulare, e inducendo danni 
ossidativi. L’esposizione all’aldeide cinnamica modifica la struttura e la morfologia 
cellulare, alterando la composizione degli acidi grassi e legandosi direttamente al 
DNA genomico, come osservato sul ceppo di referenza ATCC 8735 di E. coli (He 
et a., 2018). Valutazioni effettuate su E. coli e altri batteri Gram-negativi come 
Salmonella spp., Pseudomonas spp. e Vibrio spp. hanno evidenziato che la cannella è 
in grado di interferire anche con le funzioni mitocondriali e i meccanismi di divisione 
cellulare (Shen et al., 2015). Inoltre, sembrerebbe in grado di ridurre l’espressione 
dei geni associati alla produzione dei flagelli e del biofilm (Vasconcelos et al., 
2018). Tali differenti meccanismi di azione che agiscono su diversi target rendono 
potenzialmente molto complessa l’organizzazione di meccanismi di resistenza da 
parte dei batteri (Becerril et al., 2012). 
L’olio essenziale ha mostrato in questa ricerca una buona efficacia antimicrobica nei 
confronti di stipiti patogeni di E. coli, con valori di MIC variabili da 0.2 a 0.4 µL/
mL e 0.3 a 0.6 µL/mL a seconda dei ceppi testati e della carica batterica (106 UFC/
mL e 108 UFC/mL) con cui sono stati analizzati, similmente a quanto osservato in 
un precedente studio (Usha et al., 2012). Tuttavia, i quantitativi efficaci risultano 
variabili a seconda degli studi, tra 0.8 e 3.2 mg/mL (Prabuseenivasan et al., 2006), 
1 mg/mL (Zhang et al., 2016), 2.5 mg/mL (Raeisi, et al., 2015), 6.25 mg/mL (Lu et 
al., 2021). Tale variabilità, anche in base a quanto da noi osservato, più che legata 
alla carica batterica con cui i ceppi vengono testati, potrebbe dipendere dal metodo 
utilizzato per ottenere l’estratto dell’olio essenziale, in quanto il quantitativo di 
aldeide cinnamica nell’olio può dipendere dal solvente e dai parametri di pressione 
e temperatura utilizzati nel metodo estrattivo (Wardatun et al., 2017). Inoltre, le 
condizioni di laboratorio possono inficiare direttamente il principio attivo presente 
nell’olio, in quanto l’esposizione a temperature piuttosto elevate, il contatto 
prolungato con l’aria, l’esposizione alla luce possono degradare l’aldeide cinnamica 
e ridurne l’efficacia (Yu et al., 2020). L’olio essenziale puro usato nel nostro studio è 
ottenuto per idro-distillazione, processo che consente di ottenere un elevato contenuto 
del principio attivo, variabile dal 52% all’81% (Kazemi e Mokhtariniya, 2016).
L’efficacia dell’olio è risultata molto valida, senza sostanziali differenze in base al 
sierogruppo di appartenenza dei ceppi, anche in caso di cariche batteriche elevate 
equiparabili a quelle riscontrate in caso di colibacillosi conclamata. Questo risultato 
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aprirebbe alla possibilità di utilizzare la sostanza naturale, oltre che con finalità 
preventive, anche in caso di necessità terapeutiche, associandola alle molecole 
antibiotiche, potendone potenziare la loro efficacia e ridurre i relativi dosaggi (El 
Atki et al., 2019). Ad esempio, l’olio essenziale di cannella agisce in sinergismo con 
l’ampicillina e il cloramfenicolo nei confronti di Staphylococcus aureus, e con il 
cloramfenicolo nei confronti di E. coli, riducendo i valori di MIC degli antibiotici (El 
Atki et al., 2019). Analogamente, la cannella potenzia l’efficacia della piperacillina 
nei confron
ti di E. coli (Yap et al., 2013), e della colistina nei confronti di ceppi multi-resistenti 
di Pseudomonas aeruginosa (Utchariyakiat et al., 2016). 
Inoltre, utilizzato come additivo nel mangime di broilers, l’olio essenziale di cannella 
ha comportato un incremento dei villi della mucosa intestinale ed un miglioramento 
delle difese immunitarie locali (Kettunen et al., 2006; Jang et al., 2007), contribuendo 
a proteggere gli animali dalle infezioni intestinali.

CONCLUSIONI
I risultati di questo studio condotto in vitro evidenziano l’efficacia dell’olio essenziale 
di cannella nell’inibire stipiti di APEC appartenenti a sierogruppi frequentemente 
coinvolti nei casi di colibacillosi e analizzati anche in cariche elevate, corrispondenti 
a quelle presenti nei tessuti in caso di malattia conclamata. Pertanto, considerato che 
la colibacillosi costituisce una delle patologie più frequenti negli allevamenti avicoli 
e, allo stesso tempo, rappresenta un problema rilevante, l’olio essenziale mostra la 
potenzialità per un suo utilizzo nella prevenzione, specialmente se associato alle 
misure di biosicurezza e altri metodi preventivi, ma anche nel controllo della malattia, 
associato al trattamento antibiotico per potenziarne l’efficacia. Ulteriori studi sono 
necessari per stabilire le modalità di somministrazione e i dosaggi più idonei per un 
eventuale utilizzo in campo. 
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Summary
This study assessed the anticoccidial activity of different botanical compounds against 
E. tenella and their effect on feed utilisation and histological analysis through in vitro 
and in vivo trials. 4 different families of botanicals were selected to perform this study 
(Urticaceae, Acanthaceae, Lilaceae and Lamiaceae extract). Colorimetric test was used 
to calculate the number of viable parasites after a time of incubation. 3 plants extracts 
showed a reduction of E .tenella sporozoite viability when only the 2 extracts rich in 
non-volatile molecules expressed a reduction of sporulation. Lamiaceae (Essential oil) 
did not show viability or sporulation effect against E. tenella. Considering the in vivo 
challenge performed on broilers, 3 types of Eimeria were inoculated (E. acervulina, E. 
maxima, E. tenella) on 3 experimental groups and 1 control group. Results showed that 
all these 4 botanicals reduced lesion scoring (lesion score <1 vs. 2.64 and 3 for control 
groups) and feed conversion ratio by -8%; -8%; -6%; -11% for PE1, PE2, PE3, PE4, 
respectively. This study revealed the anticoccidial activity of different families of botan-
ical compounds with reduction of sporozoite viability by some and modes of action for 
other such as Lamiaceae as shown by in vivo data.

INTRODUZIONE 
La coccidiosi rappresenta indubbiamente una delle principali preoccupazioni per l’al-
levamento avicolo.
La coccidiosi aviare è causata da numerose specie di protozoi appartenenti al genere 
Eimeria che sono responsabili di gravi danni a carico degli enterociti con il conseguente 
instaurarsi di infiammazione, riduzione delle performance e notevoli perdite economi-
che (Felici et al., 2020). Nella produzione avicola, questa patologia ha un costo di circa 
3 miliardi di dollari per anno riguardanti i costi per i trattamenti medicati, per le perdite 
di performances e per l’aumento di mortalità. (Cobaxin-Cardenas, 2016). Tra le specie 
di Eimeria causa di patologia, E. tenella ed E. maxima, sono sicuramente tra quelle 
più dannose per elevata mortalità e gravità dei segni clinici, mentre E. acervulina è 
soprattutto responsabile di forme subcliniche (Felici et al., 2020). Inoltre, la coccidiosi 
è di solito considerata come il risultato di una coesistenza di diverse specie di Eimeria 
spp., dato che ciascuna ha caratteristiche proprie nel generare lesioni intestinali sia per 
posizione che per estensione (Quiroz-Castañeda and Dantan-Gonzalez, 2015).
L’utilizzo di coccidiostatici a scopo preventivo insieme all’utilizzo di trattamenti far-
macologici specifici è comunemente presente da tempo nel settore avicolo, per tenere 
sotto controllo questa patologia (Sidiropoulou et al., 2020). Tuttavia, l’instaurarsi di 
coccidiostatico-resistenza e il calo della sensibilità di questi microgarnismi verso alcuni 
trattamenti rappresentano una vera e propria criticità. Quindi, la riduzione dell’utilizzo 
di trattamenti e la ricerca di alternative naturali sono sempre di più considerate una so-
luzione per aumentare la redditività e nello stesso tempo per garantire un migliore stato 
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sanitario.
Molti principi attivi di origine vegetale, metaboliti secondari prodotti da diverse specie 
botaniche, stanno riscuotendo un crescente interesse per la loro efficacia per la preven-
zione della coccidiosi (El-Shall et al., 2022). Per via della loro complessità ed eteroge-
neità, i relativi meccanismi d’azione sono diversi e a volte non del tutto chiari. Negli 
ultimi decenni estratti ed oli essenziali di varie piante aromatiche sono stati indagati 
come possibili sostituti di anti coccidici chimici convenzionali (Yang et al., 2019; Felici 
et al., 2020; Bǎieş et al., 2022). Questi composti vengono ottenuti da piante aromatiche 
specifiche per estrazione e possono, a loro volta, contenere principi attivi volatili e non 
volatili, nonostante i risultati siano promettenti e in alcuni casi di fatto efficaci, molte 
altre molecole non sono ancora state testate sia in vitro che in vivo in presenza di infe-
stazioni con varie specie di Eimeria simultaneamente presenti (Juin et al., 2007).
L’obiettivo di questo studio è quello di mettere a confronto l’efficacia di due estratti 
vegetali specifici con 2 oli essenziali comunemente utilizzati per ridure l’incidenza della 
coccidiosi. Verrà quindi affrontato, da un lato la valutazione dell’efficacia in vitro di mo-
lecule di origine vegetale, volatili e non volatili, nei confronti di E. tenella, e dall’altro, 
la valutazione dell’efficacia in vivo contro l’infestazione di 3 specie diverse di Eimeria.

MATERIALI E METODI 
Origine degli estratti vegetali testati 

In questo studio sono stati utilizzati 4 estratti botanici forniti dall’azienda Phytosynthese 
in accordo con le relative specifiche del controllo qualità. Questi 4 principi attivi sono 
stati selezionati da differenti famiglie botaniche in base alle proprietà specifiche evi-
denziate in letteratura e in base alla loro conformità ai regolamenti UE concernenti la 
qualità e le autorizzazioni di utilizzo.
2 estratti da piante cosiddette “medicinali”, descritti come molecule attive non volatili:
Estratto di Uticaceae (PE1) ricco in scopoletina, una cumarina presente in molte specie 
vegetali, con effetti antimicrobici ed antifungini (Gnonlonfin et al. 2012)
Estratto di Acanthaceae (PE2) ricco in lattoni ditirpenici (Tran The Hong Hanh et al., 
2020)
2 oli essenziali (molecule volatili):
Liliaceae (Allium sativum) Olio essenziale (PE3)
Lamiaceae (Origanum vulgare) Olio essenziale (PE4).

Attività in vitro di E. tenella 
In questo studio l’attività anticoccidica di differenti estratti botanici è stata testata nei 
confronti di un ceppo E. tenella sia per l’attività antiparassitaria diretta (vitalità) nei con-
fronti degli sporozoiti sia sull’inibizione della sporulazione delle oocisti sempre sullo 
stesso ceppo.

Valutazione di Citotossicità 
Per realizzare questo studio, sono stati utilizzati dei broler di un centro sperimentale 
INRAE (Nouzilly center) per evitare contaminazioni ambientali con altri ceppi. I broiler 
sono stati infestati con oocisti sporulate. Le oocisti non sporulate sono state raccolte da 
campioni ciecali (Henken et al., 1994).
Per prima cosa, la citotossicità dei campioni è stata valutata utilizzando l’MTS test su 
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linea cellulare Madin-Darby bovine Kidney (MDBK), secondo il metodo descritto da 
Silpa (2015). La diluizione più bassa di ciascun estratto senza effetti di citotossicità 
(dose letale 10% utilizzando MTS test su cellule MDBK) è stata utilizzata per la valu-
tazione di vitalità, invasività e sporulazione.

Infestazione sperimentale 
Per il test di vitalità degli sporozoiti è stata utilizzata la colorazione con Evans blue 
(incubazione 41°C per 1 ora), con 3 ripetizioni. Dopo il periodo di incubazione, i coc-
cidi sono stati osservati al microscopio per la conta dei parassiti vivi e morti. Il test di 
inibizione dell’invasività è stato eseguito utilizzando una piastra a 96 pozzetti: 1,5x102 
cellule MDBK infestate con sporozoite (Multiplicity of infection, MOI=1), sono state 
incubate con ciascun campione (4 ripetizioni) a 41°C. I ceppi di E. tenella possono es-
sere quantificati in base ad una attività enzimatica specifica che può essere quantificata 
dopo 2 ore di incubazione a 37 °C. Il grado di invasività è stato definito come la percen-
tuale di oocisti sporulate nei campioni testate in comparazione con le oocisti sporulate 
nei campioni di controllo. Il test di Mann-Whitney è stato utilizzato per confrontare ogni 
percentuale di sporulazione con il controllo, p<0,05 è stato considerato come livello 
significativo.

Animali e disegno sperimentale
Il test in vivo consisteva in due infestazioni sperimentali consecutive. Pulcini maschi 
di broiler Ross 308 sono stati allevati in gabbia per 27 giorni, da 8 a 35 giorni. È stato 
somministrato un solo tipo di mangime formulato con il 22% di proteina grezza e co-
stituito da farina di frumento, mais e soia. Ciascun test prevedeva 2 replicazioni di 8 
soggetti ciascuno di cui 1 controllo negativo e 4 gruppi sperimentali. A ciscun gruppo 
sperimentale è stato somministrato un estratto di piante nel mangime con la seguente 
identificazione: PE1, PE2, PE3, PE4. 
1 ml di inoculum (E. tenella 200 000 oocisti; E. acervulina 10 000 oocisti; E. maxima 
10 000 oocisti) è stato somministrato per os individualmente, il giorno 14.
Gli estratti di piante sono stati miscelati con la farina di frumento per poi essere aggiunti 
al mangime al dosaggio di 1kg/T di mangime. I 4 estratti sono stati testati in modo da 
avere la stessa concentrazione finale di 40 ppm nel mangime. 

Campionamento 
Le oocisti per grammo di feci (OPG) sono state contate individualmente secondo il 
protocollo Mc Master al giorno 13 (1 giorno prima dell’inoculazione) e il giorno 26 (12 
giorni dopo l’inoculazione) come descritto da Long et al. (1976). 6 soggetti di ciascun 
gruppo sono stati sacrificati al giorno 26 per la valutazione dello score intestinale secon-
do lo schema di Johnson and Reid. Le indicazioni di score sono le seguenti: nessuna le-
sione (score 0); lesione lieve (score 1); lesione moderata (score 2); lesione grave (score 
3) lesioni estremamente gravi (score 4) (Johnson & Reid, 1970).
Il consumo di mangime e il peso vivo sono stati misurati per gabbia al giorno 8 e al 
giorno 35 per calcolare l’indice di conversione (FCR) della prova sperimentale.  

RISULTATI
I due estratti non volatili PE1 e PE2 sono stati meno citotossici sulla linea cellulare 
MDBK rispetto ai 2 oli essenziali (PE3 e PE4). Infatti il 10% della dose letale ottenuta 
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per il test in vitro con E. tenella è stato di 10-2 per PE1 e PE2 e di 10-4 per PE3 e PE4.
Piante appartenenti alle famiglie delle Urticaceae (PE1), Achantaceae (PE2), Liliaceae 
(PE3) sono in grado di ridurre in modo significativo la vitalità dei parassiti del 31%, 
73% e 19% (p<0,05) rispettivamente in condizioni acellulari (Figura 1). Non è stato 
riscontrato nessun effetto significativo sull’invasione della linea cellulare MDBK, alle 
concentrazioni testate. Solo PE1 ha inibito in modo significativo la sporulazione delle 
oocisti del 26% (p<0,05); nessun effetto sulla sporulazione è stato osservato con PE2, 
PE3 e PE4 (Figura 2). 
A D13, prima dell’infestazione, i polli non avevano nessuna escrezione di oocisti. A 
D26 OPG è calato in modo significativo in tutti i gruppi sperimentali in comparazione 
al gruppo controllo (Figura 5). I gruppi controllo hanno avuto rispettivamente 26500 e 
48500 OPG, mentre i gruppi trattati hanno avuto una riduzione significativa (p<0,001) 
di OPG tra 100 e 8000. Non è stata trovata nessuna differenza significativa tra i gruppi 
trattati. Rispetto al gruppo controllo, l’olio essenziale di Liliacceae ha ridotto del 97% il 
numero di OPG e quello di Lamiaceae del 93%. Le molecole non volatili hanno portato 
ad una riduzione dell’81% e dell’88% di OPG al giorno 26.
I test in vivo hanno dimostrato che tutti e 4 gli estratti di piante sono in grado di ridur-
re il lesion score. In questo studio gli score riportati sono di <1 vs 2,64 e 3 nei gruppi 
controllo al D26. Non è stata trovata differenza statistica per via del numero limitato di 
soggetti sacrificati (Figura 3). 
FCR è migliorato per i gruppi trattati con 1,849, 1,741, 1,739, 1,744 rispettivamente 
per PE1, PE2, PE3, PE4 vs. 1,884 e 1,969 per il gruppo controllo alla prima e seconda 
ripetizione (Figura 4). 

DISCUSSIONE 
La coccidiosi è una patologia parassitaria trasmessa con le oocisti presenti nella lettiera 
dei polli. Per questo motivo, la ricerca di sostanze ad effetto anticoccidico che non ab-
biano residui potenzialmente pericolosi, sarebbe di grande utilità per il settore avicolo 
e per i consumatori. Gli screening realizzati in vitro hanno permesso di valutare la ci-
totossicità di differenti molecole di origine vegetale, contro gli sporozoiti di E. tenella. 
Due oli essenziali ricchi in molecole volatili e 2 estratti di piante ricchi in molecole non 
volatili, sono stati testati. Le molecule non volatili dalla famiglia di Urticaceae (PE1) 
e da Acanthaceae (PE2) hanno avuto il miglior risultato sulla vitalità. Le molecule non 
volatili, in particular modo, gli estratti di Urticaceae, si sono dimostrate efficaci nel limi-
tare il grado di sporulazione. Questi ultimi sembrano avere il maggior impatto sullo svi-
luppo dei protozoi, sia per la vitalità che per la sporulazione. Tuttavia, la concentrazione 
di PE1 e PE2 è stata più alta rispetto a PE3 e PE4 per via della citotossicità sulla linea 
cellulare MDBK. Alcuni studi hanno dimostrato i meccanismi d’azione protettivi di 
component bioattivi che esercitano un effetto diretto sul parassita stesso, alterando così 
il suo ciclo vitale nell’ospite (Youn & Noh, 2001; Applegate, 2009; Peek & Landman 
(2011) hannoindicato azioni di diverso tipo esercitate da estratti di piante sull’incidenza 
di coccidiosi. Questi ultimi infatti possono agire direttamente su Eimeria, ma anche sul 
microbiota o sul sistema immunitario intestinale. Inoltre, altri autori hanno evidenziato 
altri meccanismi d’azione come l’effetto antiossidante, antinfiammatorio e contro lo 
stress ossidativo. Altri meccanismi d’azione rimangono ad oggi poco chiari (Abbas et 
al. 2012). I risultati ottenuti con PE4, positivi in vivo ma negativi in vitro, possono esse-
re giustificati con il possibile effetto benefico sulla microflora (Bauer et al.2020) 
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Nel test di campo, non è stato dimostrato nessun effetto sulla vitalità, l’invasività e la 
sporulazione con EO di Lamiaceae, ma sono stati riscontrati risultati interessanti nei test 
in vivo riguardanti l’ICA nel periodo tra 8 e 35 giorni. Tuttavia, Abbas et al. (2012) han-
no dimostrato che le piante della Famiglia delle Lamiaceae (timo, origano) sono in gra-
do di interferire con alcuni stadi del ciclo riproduttivo dei coccidi, come la distruzione di 
sporozoiti ed oocisti. Altri autori, in studi in vitro, hanno concluso che molti EO hanno 
la capacità di distruggere le oocisti di Eimeria (Remma et al., 2011). Sidiropoulou et 
al. (2020) hanno dimostrato che la stessa concentrazione di olio essenziale di origano 
era stata in grado di ridurre l’invasione dopo 2 ore, mentre l’olio di aglio non è stato in 
grado; tuttavia, entrambi sono stati efficaci dopo 24 ore. Il tempo di contatto utilizzato 
di un ora, utilizzato nel nostro esperimento, non è stato sufficientemente lungo per poter 
essere comparato con questi risultati. Gli oli essenziali sono un’importante risorsa di 
prodotti ricchi in fitocomplessi. Studi sia in vitro che in vivo hanno dimostrato che gli 
oli essenziali sono utili nel controllo della coccidiosisi. (Muthamilselvan et al., 2016) 
L’indice di conversione è migliorato in tutti i gruppi sperimentali in comparazione con 
i gruppi controllo. ICA si è ridotto dell’8% sia per entrambe le molecule non volatili sia 
gli oli essenziali, l’indice di conversione è migliorato del 6% e dell’11% per PE3 e PE4 
rispettivamente. Gli oli essenziali di Lamiaceae hanno dimostrato un risultato positive 
sulle performance zootecniche senza un’azione diretta sui microrganismi in vitro. La-
miacea EO potrebbero avere un impatto positivo sul controllo del microbiota batterico 
che può contribuire a limitare lo sviluppo di coccidi. In uno studio, Sidiropoulou et al. 
(2020) hanno dimostrato un miglioramento delle performance e dell’escrezione di oo-
cisti con la somministrazione di origano ed aglio (50 ppm di origano e 5 ppm di aglio). 
Hanno evidenziato una differenza nella diversità del microbioma del digiuno e dei cie-
chi che potrebbe essere maggiormente benefica per i polli che hanno ricevuto un’ali-
mentazione integrate con oli essenziali, rispetto al gruppo controllo. Altri studi aveva-
no già dimostrato l’effetto positivo della somministrazione di aglio in broiler infestati 
sperimentalmente con coccidi, sul miglioramento delle performances, riduzione della 
gravità dei sintomi clinici, escrezione di oocisti e lesion score intestinali (Adjei-Mensah 
& Atuahene, 2023). Un altro studio aveva concluso che la somministrazione di olio 
essenziale di origano, era in grado di ridurre le conseguenze di un’infestazione speri-
mentale ed avere degli effetti positivi sull’incremento ponderale, l’indice di conversione 
e l’utilizzo di nutrienti (Mohiti-Asli et al., 2015).
  

Figura 1. Inibizione della vitalità di sporozoiti di E. tenella (*: p<0.05) – concentra-
zione del 10% della dose letale su cellule MDKB. 



186

Figura 2. Inibizione della sporulazione di oocisti di Eimeria tenella (*: p<0.05) – con-
centrazione del 10% della dose letale su cellule MDKB.

Figura 3. Lesion score medio 12 giorni dopo il challenge.

Figura 4. Indice di conversione del mangime (FCR) durante il periodo di challenge 
con Eimeria (% del controllo).
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Figura 5. Oocisti per g di feci al giorno 26 di ciascun trattamento. 

CONCLUSIONI
Composti di origine vegetale potrebbero rappresentare una soluzione naturale, al-
ternativa ad antibiotici ed antiparassitari, per la nutrizione di broiler, soprattutto 
in un contesto come l’attuale, dove la disponibilità di molecole efficaci contro i 
coccidi è limitata. Questo studio ha evidenziato il potenziale di alcuni composti di 
origine vegetale derivati da oli essenziali ed estratti di piante come alternative ai 
coccidiostatici, per l’allevamento industriale di broiler. Innanzitutto, la riduzione 
di vitalità e sporulazione di E. tenella da parte di differenti famiglie botaniche è 
stata dimostrata, in modo preliminare, in vitro. Inoltre, il miglioramento delle per-
formances nutrizionali è stato dimostrato in prove in vivo con animali sottoposti 
a challenge, per tutte le categorie botaniche testate. Composti botanici derivati da 
Lamiaceae hanno dimostrato effetti positivi su lesion score intestinale e sull’indi-
ce di conversione, in soggetti sottoposti a challenge; questo potrebbe evidenziare 
un altro meccanismo d’azione, diverso da quello diretto nei confronti dei coccidi 
che non è stato confermato nei nostri test in vitro. Gli estratti non volatili, meno 
studiati, rappresentano una soluzione promettente, dati i risultati ottenuti in vivo e 
in vitro. Tutti e 4 i composti vegetali testati in questo studio, hanno dimostrato la 
loro capacità di diminuire l’intensità delle lesioni su soggetti infestati sperimental-
mente con ceppi patogeni di Eimeria spp. Riguardo questi risultati, sono richiesti 
ulteriori studi per capire meglio il meccanismo d’azione di questi composti e il 
costo/beneficio sull’utilizzo singolo o combinato.
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Summary
Vaccination represents an increasingly used tool in order to control coccidiosis 
caused by Eimeria, especially due to the establishment of a proper immune 
response and the concern given by the recorded multi-resistances to numerous 
traditional anticoccidials. In the present study, a microencapsulated blend of 
botanicals (AviPower®2-500 manufactured by Vetagro SpA) was evaluated 
for its compatibility with the use of vaccination for coccidiosis. A total of 480 
day-old Ross 308 male chicks were vaccinated at hatch with a live attenuated 
vaccine containing eight Eimeria spp. strains and either supplemented or not 
with AviPower®2-500 at 300 g/ton for 42 days (20 pens/group with 12 birds/
pen). Growth performance parameters were recorded and, at day 21, 1 bird/
pen was examined for potential intestinal lesions given by coccidiosis. Overall, 
feed conversion was improved by 5 points and the final body weight was 110 
grams higher for the treated animals compared to control. No relevant intestinal 
lesions were recorded, but the incidence of mild ones was numerically lower for 
birds treated with AviPower®2-500. In conclusion, the microencapsulated blend 
showed a positive effect in supporting growth of vaccinated broilers, highlighting 
the compatibility of this product with vaccination.

INTRODUZIONE
La coccidiosi è una patologia causata da Eimeria spp. con un forte impatto 
economico sulla produzione avicola mondiale. Si stima che i costi sostenuti per 
fronteggiare questa malattia siano di circa 0.19€ per ogni animale prodotto a 
livello globale (Blake et al., 2020). In seguito allo sviluppo di numerose resistenze 
verso i tradizionali anticoccidici utilizzati ad uso preventivo e terapeutico, la 
vaccinazione è sempre più utilizzata come profilassi contro la coccidiosi (Zaheer 
et al., 2022). Alcuni dei vaccini più comuni sono costituiti da oocisti vive ed 
attenuate di diverse specie di Eimeria: questa tecnologia permette agli animali 
di sviluppare immunità per fronteggiare successive infezioni senza l’utilizzo 
di farmaci in alcuni casi poco efficaci o che hanno necessità di un tempo di 
sospensione. Talvolta, nelle prime fasi successive alla vaccinazione, sono però 
riportati cali di performance, probabilmente guidati dalla replicazione delle 
oocisti vaccinali che causano una lieve coccidiosi subclinica (Das et al., 2021).
L’obiettivo di questo studio è stato la valutazione della compatibilità 
di AviPower®2-500 (Vetagro SpA) con la vaccinazione per coccidiosi. 
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AviPower®2-500 è una miscela microincapsulata di composti botanici con 
proprietà anticoccidiche, il cui beneficio principale durante un challenge con 
Eimeria è la mitigazione degli effetti negativi causati dai coccidi: AviPower®2-500 
permette di evitare la perdita di performance legata all’infezione, riducendo allo 
stesso tempo le lesioni intestinali e l’escrezione di oocisti (Tugnoli et al., 2021; 
Tugnoli et al., 2022).

MATERIALI E METODI
Un totale di 480 polli da carne maschi (Ross 308) sono stati vaccinati per 
coccidiosi alla schiusa con un vaccino vivo attenuato contenente otto ceppi di 
Eimeria spp., allocati in box (12 animali/box) ed assegnati a 2 gruppi sperimentali 
(20 box/gruppo): 

1)	 Gruppo CTR, alimentato con una dieta standard;
2)	 Gruppo TRT, alimentato con una dieta standard supplementata con 

AviPower®2-500 a 300 g/ton;
Le diete, non medicate e formulate per soddisfare i fabbisogni nutrizionali Ross 
308, sono state fornite ad libitum come pellet sbriciolato (fase starter, giorno 
0-14) o come pellet (fase grower, giorno 14-28, e fase finisher, giorno 28-42). 
Gli animali assegnati al gruppo TRT hanno ricevuto per tutta la durata della 
prova AviPower®2-500, una miscela microincapsulata di sostanze aromatizzanti 
prodotte da Vetagro S.p.A. ad azione anticoccidica.
La durata dello studio è stata di 42 giorni ed i box sono stati monitorati 
quotidianamente per controllare la mortalità. Per determinare le performance di 
crescita, l’ingestione media giornaliera ed i pesi medi sono stati registrati al giorno 
0, 14, 28, e 42. Sono stati quindi calcolati l’incremento ponderale giornaliero e 
l’indice di conversione corretto per la mortalità (ICA). Al giorno 21, 1 animale/
box (20 animali/gruppo) è stato sacrificato ed esaminato per effettuare lo scoring 
di eventuali lesioni da coccidiosi presenti.
I dati sono stati analizzati con T test (Graph Pad Prism 10; GraphPad Software, 
Inc., San Diego, CA). Le differenze sono state considerate significative per P≤0.05 
e le tendenze per 0.05 <P≤0.10.

RISULTATI
Performance di crescita
I risultati delle performance di crescita sono riportati nella Tabella 1. Nel 
periodo 0-14 giorni, il gruppo supplementato con AviPower®2-500 ha mostrato 
un miglioramento dell’ICA (-10 punti; P=0.04), guidato da un ridotto consumo 
di mangime rispetto al gruppo di controllo (P=0.003). Il miglioramento 
statisticamente significativo degli stessi parametri è stato riconfermato nella fase 
grower (giorno 14-28), con una riduzione dell’ICA di 9 punti nel gruppo TRT. 
Infine, gli animali trattati hanno mostrato un peso vivo finale medio più alto (+ 
110g; P=0.001). Analizzando la durata totale dello studio, l’ICA del gruppo TRT 
è stato ridotto rispetto al gruppo CTR di 5 punti (P=0.03) ed è stata osservata 
una tendenza statistica nella diminuzione dell’ingestione media giornaliera. La 
mortalità è stata paragonabile tra i due gruppi di animali (3.3%).
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Gruppo 
CTR

Gruppo 
TRT SE P

Fase starter: giorno 0-14
Peso vivo giorno 14 (g) 381 380 7 0.94
Ingestione media giornaliera (g/capo/giorno) 38.8 36.8* 0.4 0.003
Incremento ponderale giornaliero (g/capo/giorno) 24.2 24.3 0.5 0.83
ICA 1.63 1.53* 0.03 0.04

Fase grower: giorno 14-28
Peso vivo giorno 28 (kg) 1.69 1.70 0.01 0.54
Ingestione media giornaliera (g/capo/giorno) 135.1 128.6* 1.4 0.003
Incremento ponderale giornaliero (g/capo/giorno) 86.2 87.3 1.3 0.54
ICA 1.57 1.48* 0.02 0.004

Fase finisher: giorno 28-42
Peso vivo giorno 42 (kg) 3.57 3.68* 0.02 0.001
Ingestione media giornaliera (g/capo/giorno) 214.2 216.0 1.8 0.48
Incremento ponderale giornaliero (g/capo/giorno) 132.5 136.4 2.0 0.19
ICA 1.62 1.58 0.03 0.58

Totale: giorno 0-42
Mortalità (%) 3.3 3.3 1.1 1
Ingestione media giornaliera (g/capo/giorno) 126.2 123.8 0.9 0.07
Incremento ponderale giornaliero (g/capo/giorno) 79.4 80.5 0.7 0.34
ICA 1.59 1.54* 0.01 0.03

Tabella 1. Performance di crescita (n = 20). CTR = dieta standard; TRT = dieta 
standard + AviPower®2-500 a 300 g/ton; ICA = indice di conversione alimentare. * 
Per ciascun parametro gli asterischi indicano differenze statisticamente significative 
(P<0.05).

Salute intestinale
Essendo state osservate lesioni di entità lieve non è stato assegnato alcuno scoring 
e, in Tabella 2, sono presentate le incidenze di queste ultime che non sono state 
sottoposte ad analisi statistica.
L’incidenza delle lesioni lungo tutto il tratto intestinale è risultata inferiore negli 
animali trattati rispetto al gruppo CTR. In particolare, nel gruppo CTR sono state 
osservate lesioni causate da Eimeria acervulina nel duodeno di due animali, lesioni 
da Eimeria maxima e da enterite necrotica rispettivamente nel digiuno di quattro 
ed un animale, ed infine lesioni da Eimeria tenella nei ciechi di un animale. Nello 
stesso gruppo, è inoltre stata riportata un’infezione del sacco vitellino. Al contrario, 
per gli animali del gruppo TRT, sono state riportate solamente due lesioni causate da 
Eimeria maxima.
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Gruppo CTR Gruppo TRT

Duodeno 2/20 animali E. acervulina 0/20

Digiuno 4/20 animali E. maxima
1/20 animali enterite necrotica 2/20 E. maxima

Ciechi 1/20 animali E. tenella 0/20

Note 1/20 animali infezione sacco vitellino Nessuna

Tabella 2. Lesioni intestinali al giorno 21. CTR = dieta standard; TRT = dieta 
standard + AviPower®2-500 a 300 g/ton.

DISCUSSIONE
Questo studio si prefiggeva l’obiettivo di valutare l’effetto di una miscela 
microincapsulata di composti botanici utilizzata in seguito ad una vaccinazione per 
coccidiosi. Gli animali sono stati sottoposti a vaccinazione per coccidiosi con un 
vaccino vivo attenuato contenente otto ceppi di Eimeria spp. e sono state esaminate 
le performance di crescita ed eventuali lesioni intestinali, valutando l’eventuale 
effetto positivo di AviPower®2-500. 
Durante tutte le fasi dello studio, AviPower®2-500 ha migliorato numericamente 
o significativamente l’indice di conversione alimentare degli animali trattati, che 
hanno anche mostrato un peso vivo finale maggiore. Per quanto riguarda le lesioni 
da coccidiosi osservate al giorno 21, nulla di rilevante è stato segnalato. Questo è 
in linea con una condizione sperimentale in cui animali vaccinati alla schiusa sono 
stati successivamente tenuti in condizioni di bassa densità e di buona pulizia. Le lievi 
lesioni osservate sono state numericamente minori negli animali trattati, indicando 
un effetto protettivo del prodotto nei siti target delle diverse specie di Eimeria. 
L’azione del prodotto dai tratti prossimali a quelli distali dell’intestino è attribuibile 
alla tecnologia di microincapsulazione, che permette la protezione dei principi attivi 
dall’ambiente gastrico ed il loro lento rilascio lungo l’intero tratto intestinale.
Sebbene gli animali non siano stati infettati artificialmente, questi risultati indicano 
come l’utilizzo di AviPower®2-500 possa avere un effetto positivo sulla mucosa 
intestinale, prevenendo danni lievi indotti dalla vaccinazione e traducendosi in un 
miglioramento delle performance di crescita. Infatti, è riportato che la vaccinazione 
possa influire negativamente sulla crescita, in particolare durante le prime fasi del 
ciclo dei polli da carne (Das et al., 2021). Questa perdita economica potrebbe quindi 
essere recuperata con l’utilizzo di questa miscela microincapsulata.
Alla base di questo beneficio c’è il meccanismo di azione di AviPower®2-500. 
Infatti, la miscela di composti botanici altera la morfologia di Eimeria e ne riduce 
la capacità di invasione della muscosa intestinale (Felici et al., 2020). Nel caso dei 
ceppi vaccinali, ciò permetterebbe l’immunizzazione degli animali, contenendo allo 
stesso tempo la loro entrata negli enterociti e limitando i lievi danni causati dalla 
vaccinazione stessa.
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CONCLUSIONI
Questo studio ha dimostrato come la miscela microincapsulata di composti botanici 
utilizzata abbia il potenziale di migliorare le performance di crescita di polli da carne 
vaccinati per coccidiosi, avendo anche un effetto protettivo sull’intestino.
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Summary
Antimicrobial resistance (AMR) is an issue of global concern impacting human, 
animal, and environmental health, that requires a One Health approach to investigate 
all these interconnected elements. Specifically, the environment poses challenges 
for investigation, but wildlife animals, including wild birds, can act as indicators of 
environmental AMR contamination. This study wanted to evaluate AMR prevalence 
in commensal bacteria from wild birds, collected between November 2022 and June 
2023 in the Emilia-Romagna region (Italy). Buccal and cloacal swabs were taken 
from birds that had not received antibiotics in the previous 90 days, and bacterial 
isolates were identified and tested for antimicrobial susceptibility. A total of 117 bac-
terial strains were isolated, with 50.4% showing AMR profiles, including a 20.3% of 
these being multi-drug resistant (MDR). The highest non-susceptibilities were found 
for tetracycline (12.2%) and enrofloxacin (8.6%) considering all the bacteria iso-
lates, and among Gram-positive isolates for oxacillin (46.8%), clindamycin (29.3%), 
and rifampicin (20.8%). AMR resulted significantly correlated with rural/urban hab-
itat (p=0.031), the province of Bologna (p=0.003) and migratory aptitude (p=0.031). 
Our findings suggest that wild birds could be considered potential bioindicators for 
monitoring AMR in the environment, but further studies are needed to confirm these 
results and explore additional risk factors.
 
INTRODUZIONE
La resistenza antimicrobica (AMR) rappresenta una delle principali minacce per la 
salute pubblica globale. Pertanto, il fenomeno dell’AMR necessita di essere affron-
tato attraverso un approccio One Health (WHO, 2014) che comprenda la salute degli 
esseri umani, degli animali e dell’ambiente (FAO; UNEP; OMS; OIE, 2022). In 
particolare, la diffusione dell’AMR a livello ambientale costituisce un fenomeno 
particolarmente difficile da indagare (Samreen et al., 2021). Uno dei possibili meto-
di per studiarlo è quello di analizzare la diffusione dell’AMR nella fauna selvatica 
(Carroll et al., 2014; Arnold et al., 2016). Infatti, pur non essendo esposti direttamen-
te ad antimicrobici, gli animali selvatici, possono acquisire batteri resistenti o geni 
di resistenza antimicrobica (ARGs) da fonti antropiche, incluse quelle agricole e 
zootecniche, o ambienti contaminati (Carroll et al., 2014; Zanardi et al., 2020); nello 
specifico, gli uccelli selvatici, grazie alla loro capacità di occupare diverse nicchie 
ecologiche, di adattarsi a molti ambienti urbani, suburbani e zootecnici, e di migrare 
a lunga distanza, potrebbero essere considerati come possibili bioindicatori di AMR 
ambientale (Lin et al. , 2022; Russo et al., 2022). L’analisi dei profili di resistenza 
della flora batterica commensale degli animali, come quella intestinale o orale, è un 
sistema ampiamente descritto per ottenere informazioni sulla diffusione di batteri e 
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ARGs considerati importanti in ottica One Health, come gli Stafilococchi resistenti 
alla meticillina (MRS) o le Enterobacteriaceae produttrici di beta-lattamasi (Russo 
et al., 2022; Tareen et al., 2023). Pertanto, lo scopo di questo studio è stato quello 
di valutare i pattern di resistenza della flora commensale isolata da uccelli selvatici, 
raccolti nella regione Emilia-Romagna (Italia) da novembre 2022 a giugno 2023, in 
associazione alle caratteristiche degli uccelli stessi, al fine di indagare il potenziale 
ruolo degli uccelli selvatici come bioindicatori di AMR nell’ambiente. 

MATERIALI E METODI
Campionamento
La raccolta dei campioni è stata eseguita tra novembre 2022 e giugno 2023 presso la 
stazione di inanellamento di Maranello (MO) e la sede della Lega Italiana Protezione 
Uccelli (LIPU) di Bologna. Sono stati eseguiti un tampone cloacale e uno buccale 
da uccelli non trattati con antimicrobici nei 90 giorni precedenti al campionamento 
e per ciascuno di essi è stata compilata una scheda di segnalamento con dati relati-
vi alla specie, l’habitat di provenienza (rurale/urbano, boschivo, umido) l’attitudine 
(migratoria, stanziale) e l’età (pulli, giovani, adulti).

Isolamento, identificazione, test di sensibilità antimicrobica
L’esame batteriologico è stato eseguito su terreni selettivi per l’isolamento di Ente-
robacteriaceae (MacConkey Agar) e Staphylococchi (Mannitol Salt Agar). Le colo-
nie sono state identificate mediante spettrometria di massa MALDI-TOF (Biotyper, 
Bruker Daltonics, Billerica, MA). Il test di sensibilità, nei confronti di 13 differenti 
molecole antimicrobiche, è stato eseguito mediante metodica Kirby-Bauer secondo 
le linee guida del CLSI (CLSI, 2018). Gli isolati che non risultavano sensibili ad 
almeno un antimicrobico testato sono stati definiti antimicrobico resistenti (AMR), 
mentre quelli non sensibili ad antimicrobici appartenenti a tre o più classi diverse 
sono stati classificati come multi-resistenti (MDR) (Magiorakos et al., 2012). 

Analisi molecolare
Gli isolati batterici di Staphylococcus spp.  risultati fenotipicamente resistenti ad 
oxacillina (1 µg) e cefoxitina (30 µg), sono stati sottoposti ad analisi molecolare 
mediante PCR end point per il rilevamento del gene mecA, considerato il più diffuso 
indicatore di resistenza alla meticillina, secondo il protocollo di Stegger et al. (2012). 

Elaborazione statistica 
Le percentuali di AMR e MDR e la non sensibilità verso le singole molecole testate 
sono state valutate mediante statistica descrittiva; inoltre, la correlazione con i dati 
ottenuti dal segnalamento degli animali è stata ottenuta con il test di Fisher.

RISULTATI
Sono stati isolati un totale di 117 ceppi batterici appartenenti a 23 generi e 46 spe-
cie diverse. Le specie più frequentemente isolate sono risultate Escherichia coli 
(15.38%) e Staphylococcus sciuri (11.1%). Tra gli isolati, 58 (49.6%) hanno mo-
strato sensibilità nei confronti di tutti gli antimicrobici testati, mentre 59 (50.4%) 
sono risultati AMR, di cui 12 (20.3%) ceppi multi-resistenti (MDR). È stata osser-
vata un’elevata non sensibilità per la tetraciclina (12.2%) e l’enrofloxacina (8.6%) 
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considerando tutti gli isolati, e per l’oxacillina (46.8%), la clindamicina (29.3%) e 
la rifampicina (20.8%) considerando solo gli isolati Gram-positivi. Dall’indagine 
molecolare per la presenza del gene mecA, nessuno degli isolati di Staphylococcus 
spp. selezionati (0%) è risultato positivo. Correlazioni statisticamente significative 
sono emerse tra AMR e habitat rurale/urbano (p=0.031), resistenza ad oxacillina ed 
enrofloxacina con habitat rurale/urbano (p=0.009; 0.002), resistenza a rifampicina 
con gli uccelli migratori (p=0.031), resistenza a oxacillina ed enrofloxacina con la 
provincia di Bologna (p=0.003; 0.002).

DISCUSSIONE
Lo scopo del presente studio è stato quello di indagare il possibile ruolo degli uc-
celli selvatici come bioindicatori di resistenza antimicrobica ambientale analizzando 
i profili di resistenza antimicrobica dei loro isolati batterici commensali. Dai nostri 
dati, il 50.4% dei batteri isolati ha mostrato resistenza ad almeno un farmaco anti-
microbico testato (AMR), mentre il 20.3% era MDR. Il tasso di resistenza più alto è 
stato riscontrato nei confronti della tetraciclina (12.2%), seguita dall’enrofloxacina 
(8.6%), entrambi antibiotici ampiamente utilizzati in ambito clinico umano e veteri-
nario. La tetraciclina, in particolare, è largamente impiegata nel settore zootecnico. 
È stato dimostrato che l’interazione di potenziali bioindicatori con l’ambiente cir-
costante, specie in aree sottoposte a significative pressioni di selezione come quelle 
zootecniche, può riflettere la pressione selettiva esercitata dagli antibiotici (Piva et 
al., 2020; Messele et al., 2023). Di conseguenza, i nostri risultati sembrano sugge-
rire il potenziale ruolo degli uccelli come indicatori di una pressione di selezione 
esercitata nel tempo dall’esposizione prolungata a questi antibiotici nell’ecosiste-
ma. In uno studio simile di Carter et al. (2018), sono state riscontrate percentuali 
di resistenza significativamente più elevate per l’amoxicillina (83%), mentre risulta 
in accordo con i nostri risultati la percentuale di resistenza alla tetraciclina (12%). 
Di fatto, il range di resistenza antimicrobica negli uccelli selvatici riportato in let-
teratura varia ampiamente. Le differenze tra i vari studi possono essere attribuite 
a diversi fattori, come le diverse specie batteriche isolate, l’habitat specifico e la 
diversa esposizione agli antibiotici degli uccelli, in quanto i profili di resistenza an-
timicrobica sono influenzati dall’ecologia delle diverse specie di uccelli e dalla loro 
interazione con l’ambiente (Furness et al., 2017; Carter et al., 2018). Tra i batteri 
Gram-positivi, abbiamo rilevato percentuali di resistenza rilevanti nei confronti di 
antibiotici come oxacillina (46.8%), clindamicina (29.3%), rifampicina (20.8%), ma 
anche nei confronti di antibiotici considerati prioritari per la salute umana come 
l’ertapenem (4.3%). I tassi di resistenza osservati in animali non trattati evidenziano 
resistenze presenti nell’ambiente nei confronti di antibiotici di grande importanza 
per la sanità pubblica globale. Uno studio condotto da Foti et al. (2020) ha mostrato 
una percentuale più alta di resistenza all’oxacillina, raggiungendo l’81.3% e tassi 
di resistenza simili nei confronti dei carbapenemi (4.4%). Studi precedenti hanno 
investigato la resistenza alla meticillina negli uccelli selvatici mediante rilevazione 
del gene mecA, gene target della meticillino-resistenza; uno studio condotto da Ta-
reen e Zahra (2023), ha rilevato che il 18% degli isolati resistenti alla cefoxitina è 
stato considerato Staphylococcus meticillino-resistente (MRS) ed il gene mecA era 
presente nel 64% di questi. Nel nostro studio, nessuno degli isolati di Staphylococ-
cus spp. è risultato positivo al gene mecA. Tuttavia, l’alta percentuale di resistenza 
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all’oxacillina tra i nostri isolati necessita di ulteriori indagini; questo risultato, infatti, 
potrebbe rivelare un’esposizione dell’ecosistema ad agenti antimicrobici di origine 
antropica (penicillina e i suoi derivati), utilizzati per lungo tempo in contesti clinici, 
che hanno portato alla comparsa di resistenze e fenotipi eterogenei fra i ceppi di 
Staphylococcus spp.  
Dall’analisi statistica è emerso come l’habitat rurale/urbano possa rappresentare 
un fattore di rischio significativo per la presenza di AMR nell’ambiente. In partico-
lare, la resistenza ad enrofloxacina e a oxacillina ha mostrato correlazioni statisti-
camente significative in uccelli provenienti da ambienti urbani, riflettendo la mag-
gior esposizione degli uccelli selvatici a fonti di contaminazione antropica. Inoltre, 
abbiamo osservato un’associazione tra la resistenza all’oxacillina e la provincia di 
Bologna, potenzialmente correlata al fatto che gli uccelli campionati provenivano 
tutti da un centro di recupero di animali selvatici, dove la terapia antimicrobica su 
altri soggetti in trattamento può influenzare  la pressione selettiva e la trasmissione 
orizzontale di resistenze, come dimostrato in  studi precedenti che hanno valutato 
il ruolo dei centri di recupero nella diffusione dell’AMR (Baros Jorquera et al., 
2021). Un ulteriore risultato significativo emerso dall’analisi statistica è la corre-
lazione fra la resistenza alla rifampicina e gli uccelli migratori. La rifampicina è 
il principale farmaco utilizzato nel trattamento della tubercolosi (Dean AS et al., 
2022), specie in alcuni paesi come l’Africa e l’Europa dell’Est (Zellweger et al., 
2007; Dean et al., 2022;). La maggior parte degli uccelli migratori oggetto del 
nostro studio, come il pettirosso europeo (Erithacus rubecula), la capinera (Sylvia 
atricapilla), il merlo euroasiatico (Turdus merula) e il fringuello comune (Frin-
gilla coelebs) mostrano una distribuzione e una presenza significativa in alcune 
parti del Nord Africa (https://migrationatlas.org/). Questa correlazione potrebbe 
suggerire un ruolo degli uccelli migratori non solo come bioindicatori di AMR in 
relazione al consumo specifico di antibiotici, ma anche come potenziali vettori di 
resistenze tra aree geografiche diverse; tuttavia, sono necessarie ulteriori indagini 
per stabilire con accuratezza questa relazione. 

CONCLUSIONI
Questo studio preliminare, sebbene presenti delle limitazioni come la dimensione 
ridotta del campione e la scarsa eterogeneità, contribuisce a fornire prove sostanziali 
sul ruolo degli uccelli selvatici come potenziali bioindicatori della contaminazione 
ambientale da AMR. I nostri risultati hanno evidenziato una presenza significati-
va a livello della flora batterica commensale di resistenze agli antimicrobici comu-
nemente usati in medicina umana e veterinaria, ed individuato delle correlazioni 
coerenti con le caratteristiche degli uccelli, come l’habitat urbano. Tuttavia, futuri 
studi saranno necessari per ampliare l’eterogeneità del campione, investigare ulte-
riori pattern di resistenza, identificare nuovi fattori di rischio e comprendere meglio 
la relazione tra le diverse specie di uccelli, l’ambiente e le complesse dinamiche del 
fenomeno dell’AMR. 
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Summary
“Social farming” refers to the set of agricultural and livestock resources put in pla-
ce to promote rehabilitation activities, social and labor inclusion, useful services to 
daily life, educational and recreational activities. The increase of Social Farming 
phenomenon in Italy draws attention to the possibility of transmission of zoonotic 
pathogens. Information about the role of animals present on the Social Farming as 
a potential reservoir of pathogenic bacteria is lacking and fragmentary. Therefore, 
this study was undertaken with the aim to evaluate the presence of potential zoo-
notic bacteria (Escherichia coli, Klebsiella spp., Salmonella spp.) in animals kept 
for the Social Farming activities. The results of the present investigation showed 
the presence of several bacteria, among them the highest prevalences are recorded 
for E. coli (70.3%), followed by Klebsiella spp. (44.4%). The samples were all 
negative for Salmonella spp. Nearly 96.9% of the samples tested were resistant to 
Amoxicillin-clavulanic acid. The results of the present study show that the poultry 
involved in the Social Farming activities and pigeons present on the site may act as 
carriers of potentially pathogenic agents. Thus, during the activities with animals, 
particular attention is recommended for the potential risk to humans.

INTRODUZIONE
Durante la Conferenza mondiale sull’ambiente e lo sviluppo di Rio de Janeiro nel 
1992 (Earth Summit di Rio) è stato introdotto per la prima volta, a livello inter-
nazionale, il concetto di “multifunzionalità”. In Europa questo termine è apparso 
più tardi, nella Dichiarazione di Cork del 9 novembre 1996, durante la Conferenza 
europea sullo sviluppo rurale (Dichiarazione di Cork, “Un’Europa Rurale Viva”). 
Da molti la Dichiarazione di Cork è considerata una vera e propria rivoluzione 
culturale in quanto, nei dieci punti enunciati nel programma, veniva evidenziata 
l’importanza della multifunzionalità dell’agricoltura, intesa come settore primario 
capace di offrire non solo beni alimentari, ma anche come settore capace di erogare 
servizi di inclusione sociale, benessere e salute alle persone. 
L’Agricoltura Sociale (AS) è un fenomeno sempre più in crescita sia in Italia che 
in Europa e mira a fornire alle nuove generazioni e alle categorie disagiate un’op-
portunità di formazione nell’ambito della produzione alimentare, delle pratiche 
agricole e della vita rurale ma anche più in generale di conoscenza di specie ani-
mali diverse dal cane e dal gatto. I luoghi in cui viene praticata l’Agricoltura So-
ciale incoraggiano o consentono il contatto del pubblico con gli animali, offrendo 
opportunità di educazione e intrattenimento. D’altro canto, le persone che entrano 
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in contatto con gli animali nei contesti di Agricoltura Sociale (Fattorie Didattiche, 
Fattorie Sociali, Associazioni di promozione sociale) oltre a beneficiare della rela-
zione interspecifica, sono potenzialmente esposti alla trasmissione di agenti pato-
geni presenti in uno qualsiasi di questi luoghi, creando pericoli associati all’Agri-
coltura Sociale. A tal proposito va considerato che contesti ed eventi in contesti di 
AS attirano un gran numero di persone, in particolare i bambini, i quali rispetto agli 
adulti hanno comunemente pratiche igieniche meno rigorose e sono più suscettibili 
a esiti di malattie gravi. Per questo motivo è importante valutare, senza impedir-
le, le interazioni che l’uomo ha con gli animali e l’ambiente, considerando che il 
contatto con gli animali può essere un’attività benefica e piacevole, ma non scevra 
da rischi di tipo zoonosico. Inoltre, bisogna considerare che gli animali possono 
svolgere un ruolo significativo nella diffusione di batteri antibiotico-resistenti da 
essi veicolati.  L’antibiotico-resistenza è un fenomeno di crescente preoccupazione 
che riguarda sia la medicina umana che quella veterinaria (Tacconelli et al., 2018). 
Essa si verifica quando i batteri sviluppano meccanismi di difesa per resistere agli 
antibiotici, rendendo questi farmaci meno efficaci nel trattamento delle infezioni 
(Blair et al., 2015). L’uso indiscriminato e inappropriato di antibiotici nella terapia 
umana e animale è uno dei principali fattori che contribuiscono all’aumento e alla 
diffusione della resistenza agli antibiotici. L’uso di antibiotici negli allevamenti 
per scopi terapeutici, profilattici e di promozione della crescita ha contribuito all’e-
mergenza di batteri resistenti agli antibiotici nel settore zootecnico. Questi batteri 
resistenti possono essere trasmessi agli esseri umani attraverso il consumo di cibo 
contaminato, il contatto diretto con gli animali o l’esposizione all’ambiente cir-
costante, come l’acqua, il suolo e l’aria (Florez-Cuadrado et al., 2018). Inoltre, la 
presenza di animali domestici e selvatici portatori di batteri resistenti agli antibio-
tici rappresenta un’altra via di diffusione dell’antibiotico-resistenza. Gli animali 
da compagnia, ad esempio, possono facilmente trasmettere batteri resistenti agli 
antibiotici ai loro proprietari e alle persone con cui entrano in contatto. Allo stesso 
modo, gli animali selvatici possono agire come vettori di trasmissione di batteri 
resistenti a livello ambientale. 
Pertanto, l’obiettivo della presente indagine è stato di effettuare un monitoraggio 
sanitario di superfici ambientali, specie aviari sinantropiche e specie avicole alle-
vate presenti presso la sede operativa di un’Associazione di promozione sociale di 
Napoli, al fine di raccogliere dati preliminari circa la prevalenza di enterobatteri 
patogeni e dei relativi profili fenotipici di suscettibilità antimicrobica ad essi as-
sociati.

MATERIALI E METODI
Campionamento
Durante il monitoraggio sanitario sono stati raccolti un totale di 92 campioni. In 
particolare, sono stati campionati 76 animali, appartenenti a 5 diverse specie e 
16 superfici ambientali, come riportato nella Tabella 1. Dagli animali sono stati 
prelevati campioni cloacali mediante tamponi sterili e terreno di trasporto Amies 
(ThermoFisher, Italia), mentre le superfici ambientali sono state campionate tra-
mite sponge-bags (ThermoFisher, Italia). In particolare, i colombi venivano cattu-
rati mediante specifiche trappole a gabbia per piccioni (The Trap Man, Ormskirk, 
Lancashire, Regno Unito) innescate con granaglie. Le gabbie sono state colloca-



202

te, la sera prima del giorno del campionamento, nell’area prospiciente alla zona 
frequentata dal pollame. Ogni colombo catturato è stato campionato utilizzando 
tamponi sterili con estremità di cotone. Tutti gli animali campionati si trovavano 
in apparente stato di buona salute e il campionamento è stato effettuato nel rispetto 
del benessere animale. Tutti i campioni raccolti sono stati processati presso il Cen-
tro Sperimentale Avicunicolo afferente al Dipartimento di Medicina Veterinaria 
e Produzioni animali per la ricerca di Enterobatteri e la valutazione dei relativi 
profili fenotipici di suscettibilità agli antibiotici. 

Specie animale/superficie Nome scientifico o dettaglio campioni Numero campioni
Anatra muta Cairina moscata 16
Oca cignoide Anser cygnoides 4
Oca Anser anser 8
Galline/Galli Gallus gallus 28
Colombo Columba livia 20
Superfici ambientali panchine, tronchi, tavoli, staccionate, 

mangiatoie, abbeveratoi
16

Totale 92

Tabella 1. Origine dei campioni raccolti.

Isolamento Batterico
Tutti i tamponi raccolti sono stati trasportati presso il Laboratorio del Centro 
Sperimentale Avicunicolo entro tre ore dalla raccolta in campo. I singoli campioni 
sono stati posti in brodo di arricchimento (acqua peptonata; PW; Oxoid, Italia), 
incubati in aerobiosi a 37°C per 24h. Successivamente, sono stati strisciati su 
terreni selettivi e differenziali. In particolare, un’aliquota di brodocoltura (10 µl) 
è stata seminata in terreno MacConkey Agar (Oxoid, Italia) e incubato a 37°C 
per 24h. Tutte le colonie sono state sottoposte a riconoscimento morfologico, test 
dell’ossidasi e della catalasi e strisciate in terreni cromogenici quali Tryptone 
Bile X-Gluc agar (TBX) (Oxoid, Italia) e Brilliance Salmonella Agar (Oxoid, 
Italia) a 42°C per 24h. Le colonie ottenute sono state crioconservate in Brain 
heart infusion broth (BHI) (Oxoid, Italia) addizionato con glicerolo (20%) per la 
successiva identificazione mediante Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 
Time-Of-Flight (MALDI-TOF). Per isolamento di Salmonella spp. i campioni 
di partenza sono stati arricchiti in brodo selettivo Rappaport Vassilladis (Oxoid, 
Italia) e incubati a 42°C per 24h. Successivamente, le brodocolture sono state stri-
sciate in terreno Verde Brillante (VB) (Oxoid, Italia) a 37°C per 24h. Le colonie 
sospette, a goccia di rugiada e non fermentanti il lattosio sono state sottoposte a 
test dell’ossidasi e crioconservate per identificazione al MALDI-TOF come pre-
cedentemente descritto.

Identificazione batterica
Gli isolati raccolti e crioconservati in BHI, sono stati seminati su Nutrient Agar 
(Oxoid, Italia) e sottoposti ad identificati mediante MALDI-TOF. Le colonie sono 
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state distribuite su una piastra target in acciaio (BrukerDaltonics, Germania) e 
sono state ricoperte con 1 μl di acido alfa-ciano-4-idrossicinnamico (HCCA). Una 
volta che il campione è cristallizzato sulla piastra dedicata all’analisi MALDI, 
tale supporto viene inserito all’interno dello strumento mediante un sistema che 
permette il mantenimento del vuoto sia all’interno della sorgente di ionizzazione 
che dell’analizzatore, impedendo così l’ingresso nello spettrometro a molecole di 
ossigeno, azoto ed altri gas presenti nell’aria. La tecnica sfrutta la conversione dei 
peptidi in ioni mediante l’utilizzo di diversi tipi di analizzatori di massa (analizza-
tori di massa quadrupolici, analizzatori di trappole ioniche, analizzatori del tempo 
di volo detti TOF). Maggiore sarà la massa della proteina, più lentamente raggiun-
gerà il detector. Il tempo di volo è quindi inversamente proporzionale alla massa. 
I dati, giunti al rilevatore, vengono elaborati da un software, che genera per ogni 
campione analizzato uno spettro con masse dai 2.000 ai 20.000 Da. Gli spettri di 
massa ottenuti da ogni isolato sono stati elaborati con il software MALDI Biotyper 
4.1.100 (Bruker, Germania) secondo i criteri della casa produttrice. La soglia di 
punteggio per la determinazione esplicita a livello di specie è stata impostata a 2.0.

Test Antibiogramma
Al fine di saggiare la suscettibilità agli antibiotici, tutti i ceppi isolati sono stati sot-
toposti ad antibiogramma mediante la tecnica della diffusione su disco, in accordo 
con i criteri stabiliti dal Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020). 
Per ogni genere/specie sono stati selezionati gli antibiotici previsti dalle tabelle 
del manuale e in particolare sono stati testati: Ampicillina (AMP, 10μg), Amoxi-
cillina-acido clavulanico (AUG, 20/10μg); Ceftriaxone (CRO,30μg); Aztreonam 
(ATM, 30 µg); Gentamicina (CN, 10 µg); Azitromicina (AZM, 15 μg); Tetracycli-
ne (TE, 30µg); Ciprofloxacin (CIP 5μg), Sulfatrimetropin (SXT, 30μg); Chloram-
phenicol (C, 30 µg); Fosfomicina (FOS 200 μg), Nitrofurantoin (F, 300μg) (Di-
schetti per suscettibilità antimicrobica, Liofilchem, Italia). Gli isolati sono stati 
classificati come suscettibili, intermedi o resistenti in base all’interpretazione del 
diametro di inibizione in accordo con i criteri del manuale M100-CLSI (CLSI, 
2020). Inoltre, tutti i ceppi sono stati sottoposti a test di screening per la detenzione 
di β-lattamasi a spettro esteso (ESBL) con l’ausilio del test combinato ESBL+Am-
pC screen disc kit (Liofilchem, Italia).

RISULTATI
Su un totale di 92 campioni analizzati sono stati isolati 116 ceppi batterici, con 
un’elevata prevalenza della specie Escherichia coli (65/92; 70.6%), seguita dal ge-
nere Klebsiella spp (41/92; 44.5%). Salmonella spp. non è mai stato rilevato. Tutti 
i risultati sono riportati in Tabella 2. Le resistenze antimicrobiche hanno dimo-
strato frequenze piuttosto basse eccetto per l’amoxicillina-acido clavulanico, nei 
confronti dei quali il 96.5% (112/116) dei ceppi analizzati ha mostrato resistenza. 
La seconda resistenza maggiormente registrata, incluse quelle intrinseche, ha ri-
guardato l’ampicillina con il 30.2% (35/116) (Figura 1). Nessun isolato è risultato 
positivo al test di screening ESBL+AmpC.
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Specie animale N. campioni
Enterobacterales
 (specie numero 
ceppi isolati)

E. coli K. pneumoniae K. oxytoca Enterobacter spp. Citrobacter spp.

Anatre mute 16 11 7 6 - -

Oche cignoidi 4 2 1 - - -

Oche 8 2 - - - -

Galline 28 24 11 - - -

Colombi 20 17 9 - 5 2

Panchine 4 2 1 - - -

Tavoli 2 1 1 - - -

Tronchi 4 3 2 2 - -

Staccionate 2 2 - 1 - -

Mangiatoie 2 1 - - 2 -

Abbeveratoi 2 - - - - 1

Totale 92 65 32 9 7 3

116

Tabella 2. Specie batteriche isolate.

Figura 1. Risultati antibiogramma. AMP: Ampicillina (10μg); AUG: Amoxicillina-a-
cido clavulanico (20/10μg); CRO: Ceftriaxone (30μg); ATM: Aztreonam (30 µg); CN: 
Gentamicina (10 µg); AZM: Azitromicina (15 μg); TE: Tetracycline (30µg); CIP: Ci-
profloxacin (5μg); SXT: Sulfatrimetropin (30μg); C: Chloramphenicol (30 µg); FOS: 
Fosfomicina (200 μg); F: Nitrofurantoin (300μg).
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DISCUSSIONE
I risultati della nostra indagine hanno evidenziato la presenza di numerosi entero-
batteri, tra questi le prevalenze più alte si registrano per la specie E. coli, seguita 
dal genere Klebsiella spp. Tali agenti fanno parte della comune flora intestinale di 
numerose specie animali ma sono segnalati da diversi autori come rilevanti patoge-
ni nosocomiali. Gli enterobatteri, infatti, possono essere causa di diverse infezioni, 
anche gravi, in ambiente ospedaliero (Khatri et al., 2012). E. coli costituisce parte 
integrante del normale microbiota intestinale dell’uomo e di altri animali a sangue 
caldo.  Nonostante la maggior parte dei ceppi siano innocui, alcuni ceppi sono l’a-
gente eziologico di malattie intestinali di diversa gravità (che possono manifestarsi 
con dolore addominale, vomito, diarrea con sangue) ed extra-intestinali, come ad 
esempio infezioni del tratto urinario, peritonite, setticemia, polmonite e meningite. 
Inoltre, i batteri intestinali possono fungere da serbatoio per i geni di resistenza 
agli antimicrobici in quanto esposti alle pressioni esercitate sulla flora intestinale 
dell’organismo nel corso della sua vita (Marshall et al, 2009). Di conseguenza, 
questi ceppi potrebbero acquisire alcuni geni resistenti e/o subire mutazioni che 
possono variare l’omeostasi microbica nell’ambiente intestinale (Cioacata et al., 
2018). Questi cambiamenti nei microrganismi commensali potrebbero rappresen-
tare un rischio di trasferimento di geni resistenti all’uomo, per cui è importante 
monitorare gli effetti dell’uso di antimicrobici sullo sviluppo della resistenza nei 
microrganismi commensali di mammiferi e di uccelli (Ohene Larbi et al., 2021). K. 
pneumoniae è considerato un patogeno opportunista, in quanto causa tipicamente 
infezioni in soggetti ospedalizzati o comunque immunocompromessi (Podschun 
e Ullmann, 1998). Questo genere batterico è segnalato nel bestiame. Nei bovi-
ni può causare mastite, negli ovini e nei suini, Klebsiella può causare polmonite 
mentre nella produzione avicola, l’infezione da K. pneumoniae può causare sinu-
site, otite e sepsi. Questo batterio fa parte dei patogeni ESKAPE (Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter bauman-
nii, Pseudomonas aeruginosa ed Enterobacter spp.), un gruppo di microrganismi 
resistenti agli antimicrobici che rappresentano una minaccia globale per la salute 
umana. L’acquisizione di geni di resistenza agli antimicrobici da parte dei patogeni 
ESKAPE ha ridotto drasticamente le opzioni terapeutiche per le infezioni gravi, ha 
aumentato i tassi di mortalità dovuti al fallimento del trattamento e richiede una 
risposta globale coordinata per la sorveglianza della resistenza antimicrobica (De 
Oliveira et al., 2020). Il 96.9 % dei ceppi analizzati nel corso della nostra ricerca, 
è risultato resistente all’amoxicillina-acido clavulanico. Questo antibiotico è uno 
degli agenti più ampiamente utilizzato in molti paesi, prescritto principalmente 
per le infezioni respiratorie e del tratto urinario (Oteo et al., 2009). La resistenza 
all’amoxicillina-acido clavulanico registrata durante il nostro studio è in linea con 
i risultati di un’indagine condotta in Cina nel 2022 (Tang et al., 2022). Gli auto-
ri cinesi, hanno infatti segnalato che il 90% dei ceppi di E. coli isolati da polli 
erano resistenti alla combinazione amoxicillina-acido clavulanico. In contrasto, 
i risultati di una ricerca condotta in Ghana nel 2021 (Ohene Larbi et al., 2021) 
hanno dimostrato che tutti i ceppi isolati da polli da carne erano risultati sensibili 
all’amoxicillina-acido clavulanico. Il nostro risultato è particolarmente rilevante 
in quanto, secondo l’Organizzazione Mondiale della Sanità (OMS), l’associazio-
ne amoxicillina-acido clavulanico è considerata un “Critically Important Antimi-



206

crobial”. Questo potrebbe essere dovuto, verosimilmente, al suo ampio uso nella 
medicina umana e alla sua importanza nel trattamento di varie infezioni batteriche.
Infine, molto interessanti risultano anche i dati riferiti alla prevalente presenza 
di E. coli e Klebsiella spp., oltreché in minor misura di Enterobacter spp. e Ci-
trobacter spp. sia sulle superfici e attrezzature per gli animali con cui vengono a 
contatto i visitatori o utenti dell’Associazione ma anche le positività registrate a 
carico dei colombi, che si configurano come potenziali specie infettanti o come 
disseminatori di infezioni già presenti.

CONCLUSIONI
In conclusione, i risultati della presente ricerca confermano che gli animali all’in-
terno di un contesto educativo possono agire come potenziali vettori di agenti pa-
togeni, favorendone la diffusione ambientale. Il monitoraggio degli enterobatteri 
nell’agricoltura sociale può svolgere un ruolo cruciale in diversi aspetti riguardanti 
la salute pubblica e potrebbe contribuire a garantire la sicurezza sanitaria degli 
utenti dell’agricoltura sociale. Alcuni di questi batteri, come E. coli e Salmonella, 
possono essere altamente patogeni per l’uomo, e la loro presenza può indicare un 
possibile rischio di malattia. Inoltre, la presenza di determinati enterobatteri può 
segnalare una contaminazione fecale del suolo o dell’acqua. Di conseguenza, il 
loro monitoraggio può rivelare problemi di gestione dei rifiuti o di contaminazione 
dell’acqua che necessitano di essere affrontati. Infine, essendo la resistenza antimi-
crobica una preoccupazione crescente anche nell’agricoltura sociale, così come in 
tutti i settori che coinvolgono la produzione di cibo e la cura degli animali, il mo-
nitoraggio delle risposte dei microrganismi agli antibiotici, potrebbe rappresentare 
una misura per individuare tempestivamente problemi legati a tale fenomeno.
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Summary
In humans, botulism is an intoxication typically caused by ingesting botulinum neu-
rotoxins (BoNTs) released in food by BoNTs-producing Clostridia in favourable en-
vironmental conditions. 
In recent years, botulism outbreaks in food-producing animals have inexplicably 
increased in Italy, posing significant but poorly studied public health concerns.
This study will contribute to the risk assessment for humans regarding the consu-
mption of eggs produced during an avian botulism outbreak. To this purpose, we 
analysed 28 eggs collected from oviducts of laying hens that tested positive for the 
presence of BoNT mosaic type C/D in their blood.
The eggs resulted negative for BoNT, both in the albumen and in the yolk tested se-
parately through the mouse test. Results suggest that eggs produced by laying hens 
affected by botulism type C/D do not represent a risk for humans.

INTRODUZIONE
Il botulismo è una malattia paralitica causata dall’azione della neurotossina botulini-
ca (BoNT) che è la sostanza biologica più tossica conosciuta (Gill, 1982). Essa viene 
prodotta da specie batteriche diverse, per lo più appartenenti al genere Clostridium 
(C.), sebbene geni codificanti BoNT siano presenti anche in specie batteriche non 
clostridiche (Mansfield et al., 2015; Brunt et al., 2018). Queste neurotossine causa-
no paralisi flaccida impedendo il rilascio delle vescicole di acetilcolina grazie alla 
loro attività metalloproteasica esercitata su proteine appartenenti al gruppo SNARE 
deputate alla movimentazione e alla fusione delle vescicole con la membrana neuro-
nale pre-sinaptica (Montecucco e Schiavo, 1994). 
Ad oggi sono noti 7 sierotipi diversi di BoNT identificati con lettere dalla A alla G. Il 
botulismo umano è sostenuto prevalentemente da BoNTs di tipo A, B, E e F mentre 
il botulismo animale è essenzialmente causato dai sierotipi C e D  (Bano et al. 2017). 
BoNTs di tipo C e D sono prodotte da C. botulinum gruppo III, per il quale è stata 
proposta la designazione della nuova geno-specie Clostridium novyi sensu lato che 
comprende C. novyi e C. haemolyticum (Skarin et al., 2011). Oltre a BoNTs di tipo 
C e D “pure”, questi microrganismi possono produrre tossine “mosaico” denominate 
C/D o D/C a seconda che la componente antigenica prevalente sia rispettivamente di 
tipo C o D. Queste tossine mosaico sono le più diffuse nei ceppi di origine animale 
e il tipo C/D è indubbiamente quello implicato nella maggior parte degli episodi di 
botulismo aviare e anche quello maggiormente tossico per le specie aviari rispetto 
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agli altri sierotipi (Anza et al., 2014; Bano et al., 2017; Fillo et al. 2021). Tuttavia, in 
alcuni episodi di botulismo aviare sono stati segnalati anche il sierotipo A ed E che 
dovrebbero essere sempre esclusi in caso di malattia in quanto implicati in episodi di 
botulismo umano (Boulianne e Uzal, 2013). Sono 9 i casi umani di botulismo in cui 
è stato sospettato (n. 5) o confermato (n. 4) il coinvolgimento di BoNT di tipo C (n. 
8) o D (n. 1) (Rasetti-Escargueil et al., 2919; Maeda et al., 2023).
La tossina botulinica di tipo C è una sostanza estremamente termolabile in quanto 
può essere inattivata in 2 settimane a 28 °C, in 2 giorni a 37 °C, in 9 ore a 42°C, 
in meno di 30 minuti a 56 °C, in meno di 20 minuti a 60 °C e in meno di 5 minuti 
a 80 °C (Hubálek e Halouzka, 1988). In termini di sicurezza alimentare questa ca-
ratteristica suggerisce un rischio basso per le partite di carne di pollame affetto da 
botulismo di tipo C in quanto vengono consumate previa cottura e soprattutto perché 
gli animali affetti vengono a morte in pochissimo tempo prima della macellazione. 
Nel comparto delle galline ovaiole la morte del soggetto colpito può avvenire anche 
dopo 48 ore dall’inizio della sintomatologia, non impedendo la deposizione, e la 
malattia si diffonde in allevamento in modo lento anche durante l’intero ciclo pro-
duttivo del gruppo. 
Ad oggi non è noto se la tossina possa passare nelle uova di animali affetti da bo-
tulismo aviare e questa evenienza, qualora confermata, potrebbe rappresentare un 
rischio per la salute umana in quanto le uova possono essere consumate crude o 
sottoposte a trattamenti termici non sufficienti a neutralizzare l’eventuale presenza 
della tossina.
Con il presente studio si è voluta indagare la presenza di neurotossina botulinica nel-
le uova di soggetti sintomatici in produzione, raccolti in episodi di botulismo aviare 
confermati, da soggetti con neurotossina in circolo.

MATERIALI E METODI
Animali e campionamento

Tra settembre 2023 e marzo 2024, due sospetti casi di botulismo si sono presentati 
in gruppi di galline ovaiole di 78 e 88 settimane ospitate in 2 diversi capannoni dello 
stesso allevamento. Trentacinque soggetti sintomatici sono stati prelevati e conferiti 
in vita presso la Sezione Diagnostica di Treviso dell’IZS delle Venezie, in 3 diversi 
momenti. Alla visita clinica gli animali presentavano una sintomatologia paralitica 
di grado variabile. Negli stadi meno gravi questa era caratterizzata da decubito tarsa-
le intermittente e ptosi delle ali, mentre nei casi più gravi si osservava abbattimento, 
ptosi palpebrale, incapacità a mantenere il capo eretto (limber neck) e dispnea. 
Prima di essere sacrificati, da tutti i soggetti veniva prelevato un campione di siero da 
sottoporre alla ricerca di tossine botuliniche. Ventotto soggetti presentavano un uovo 
formato in ovidutto, in prossimità dello sbocco cloacale. L’uovo è stato prelevato e 
sottoposto anch’esso a ricerca di tossine botuliniche.
I contenuti intestinali e i fegati sono stati prelevati e processati per la ricerca di clo-
stridi produttori di neurotossine botuliniche attraverso prove biomolecolari.

Ricerca di tossine botuliniche
Le tossine botuliniche sono state ricercate attraverso il test d’elezione rappresentato 
dalla prova biologica su topo (mouse test) condotta secondo la procedura del Centro 
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di Referenza Nazionale per il Botulismo (CRNB, 2023), e autorizzata sulla base 
della normativa vigente per la sperimentazione animale (autorizzazione del Mistero 
della Salute n. 243/2020-PR).
La procedura prevede che, prima dell’inoculazione intraperitoneale, ciascun cam-
pione di siero venga suddiviso in 2 aliquote: una inoculata tal quale e l’altra inocula-
ta previo contatto con siero antibotulinico specifico per il sierotipo C (CDC, USA). 
Tuorlo e albume sono stati separati e processati singolarmente. Ciascun campione 
d’uovo è stato messo a contatto con pari volume di tampone fosfato gelatina, incuba-
to a 4 °C per almeno 30 minuti, centrifugato 20 minuti (8000 x g). I campioni di siero 
e uovo tal quali (0,4 mL) sono stati inoculati per via intraperitoneale a ciascuno di 2 
topini di peso compreso tra 18 e 25 grammi che sono stati posti in osservazione per 
72 ore. Per ridurre il numero di animali impiegati per la sperimentazione animale, si 
è deciso di allestire e inoculare le aliquote con antitossina solo in caso di morte dei 
topini testati con i campioni tal quali.
Il campione è stato considerato positivo alla comparsa di sintomatologia neurologica 
compatibile con botulismo solo nei topini inoculati con il materiale “tal quale” e non 
in quelli inoculati con i campioni trattati con antitossina (CRNB, 2023).

Ricerca clostridi produttori di neurotossina botulinica
I contenuti intestinali e i fegati di 10 soggetti sono stati processati in 3 pool (2 pool 
da 3 soggetti e 1 pool da 4 soggetti). Un grammo di ciascun pool è stato introdotto 
in 9 mL di Fortified Cooked Meat Medium (FCMM), sottoposto a shock termico a 
71 °C per 10 minuti e quindi incubato per 48 ore a 37 °C in condizioni d’anaerobiosi 
(Bano et al., 2015).
I brodi colturali sono quindi stati sottoposti a real-time PCR per i tipi A, B, E ed F e a 
multiplex PCR per i tipo C, D e le loro varianti mosaico C/D e D/C (CRNB, 2023b; 
Anniballi et al., 2013).
I brodi colturali risultati positivi alle prove di biologia molecolare sono stati sottopo-
sti ad isolamento come descritto in letteratura (Bano et al., 2015).

Elaborazione statistica
Per stimare l’affidabilità da un punto di vista statistico dei risultati ottenuti sulle 
uova, si è provveduto a calcolare a posteriori la potenza dello studio, basandosi sulla 
prevalenza attesa per la tipologia di campioni testati e sulla numerosità campionaria, 
applicando un test binomiale.

RISULTATI
Tutti i sieri testati sono risultati positivi per neurotossine botuliniche di tipo C. Que-
sto metodo non permette di discriminare se si tratta di tipo puro (C) o mosaico (C/D) 
ma i pool di contenuti intestinali e fegati sono risultati tutti positivi per clostridi 
produttori di neurotossine botuliniche mosaico di tipo C/D. 
Nessun campione di tuorlo e albume è risultato positivo per neurotossina botulinica. 
Dato che tutti i soggetti da cui è stato ottenuto l’uovo testato sono risultati positivi 
per BoNT nel siero, era lecito aspettarsi una positività molto elevata (> 90%) anche 
nelle uova. I risultati ottenuti sulle uova e la numerosità assicurano una potenza pari 
a 1, e quindi un risultato statisticamente significativo della negatività osservata ri-
spetto all’ipotesi di prevalenza elevata anche nelle uova.
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DISCUSSIONE
Negli ultimi anni si segnala un inspiegabile aumento dei casi di botulismo diagnosticati 
negli allevamenti avicoli e di vacche da latte nel nostro paese (Zandonà et al., 2023). 
Sfortunatamente esistono pochi studi che hanno indagato se focolai di botulismo os-
servati in allevamenti di animali le cui produzioni sono destinate al consumo umano, 
rappresentano un rischio di sicurezza alimentare.
I risultati ottenuti dimostrano che galline ovaiole affette da botulismo clinico di tipo 
C/D con BoNT circolante nel sangue, non depongono uova contenenti neurotossina. 
Questo risultato potrebbe essere dovuto alla vascolarizzazione ovarica che non permet-
terebbe il passaggio della tossina dal sangue alle uova. Altra possibilità è che la quan-
tità di tossina eventualmente presente all’inizio del percorso in ovidutto dell’uovo, 
venga neutralizzata nel corso delle 24-25 ore necessarie a percorrerlo, alla temperatura 
fisiologica di 41- 42 °C dell’animale.
Sono 9 i casi umani di botulismo in cui è stato sospettato (n. 5) o confermato (n. 4) il 
coinvolgimento di BoNT di tipo C (n. 8) o D (n. 1) (Rasetti-Escargueil et al., 2019; 
Maeda et al., 2023), ma in nessuno di questi erano coinvolte o sospettate uova o pro-
dotti derivati.
Questo risultato suggerisce di considerare le uova prodotte in un focolaio di botulismo 
aviare di tipo C/D non un rischio per la salute dell’uomo. Nel caso di coinvolgimento 
di altri sierotipi, tale rilievo dovrà essere ulteriormente verificato.

CONCLUSIONI
Le uova prodotte da soggetti affetti da botulismo tipo C/D con neurotossina botulinica 
in circolo, non sembrano rappresentare un rischio di sicurezza alimentare per l’uomo. 
Tale osservazione dovrà trovare conferma da studi simili condotti in altri focolai.
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Summary
This study is a part of an Italian national project (CAMPITALY) and focuses on the 
prevalence of Campylobacter spp. through the broiler meat production chain in diffe-
rent areas (Northern Italy, Central Italy and Sardinia).
A total of 235 samples were withdrawn from broiler farms (feed, water, litter, shoe 
covers), slaughterhouses (transport crates, neck skin from carcasses after slaughtering) 
and retail market (cuts with or without skin, minced meat). All the samples were sub-
mitted to the detection of Campylobacter spp. by ISO 10272-1 method. Suspect colo-
nies were submitted to species identification by MALDI-TOF.
Campylobacter spp. was detected in 119 samples (50.6%); a marked difference 
among the production phases was observed, with a low prevalence in samples taken 
at farm (6.8%, shoe covers and litter) and a high frequency in samples withdrawn at 
slaughterhouses (63.4%) and at retail (59.4%). Among the samples taken at the slau-
ghterhouses, a higher prevalence was detected in neck skin samples than on transport 
crates (81.6 vs 42.4%), confirming the possible spread of the pathogen by the slaughte-
ring procedures. Among the samples taken at retail, a higher prevalence was detected 
in meat cuts with skin (65,6% vs 55,1% in meat cuts without skin and 40,0% in minced 
meats). A total of 303 isolates were identified all belonging to the species C. jejuni 
(71.6%) and C. coli (28.4%). The relative prevalence of C. jejuni was high in all the 
sample typologies (60% at farm, 77.2% at slaughterhouse and 68.5% at retail); this 
species was predominant in all the categories of meats sold at retail, with or without 
skin or minced (65.1, 71.9 and 83.3%, respectively).
The high prevalence of thermotolerant campylobacters, and in particular of C. jejuni, 
in broiler meat samples marketed in Italy should be carefully considered, suggesting 
the need for the application of strict hygiene procedures when such meats are prepared 
by consumers.

INTRODUZIONE
I Campylobacter termotolleranti (e in particolare le specie C. jejuni e C. coli) eserci-
tano un impatto negativo evidente sulla salute della popolazione europea: essi rappre-
sentano infatti i principali agenti zoonosici nel nostro continente, causando, secondo 
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i più recenti dati, 137.000 casi/anno (EFSA-ECDC, 2023), ovvero più dell’insieme di 
tutti gli altri agenti zoonosici. La campilobatteriosi può essere causata dal consumo di 
diverse tipologie di alimenti (carni, latte crudo, molluschi, vegetali, acqua), ma il ruolo 
fondamentale, come noto, è giocato dalle carni avicole, responsabili, secondo le stime 
EFSA, di circa il 20-30% dei casi (EFSA, 2011). Tutte le fasi della filiera produttiva 
delle carni avicole rivestono un ruolo nella diffusione di questi patogeni nella popo-
lazione animale e sulle carni presenti in commercio. In allevamento, Campylobacter 
è in grado di colonizzare velocemente il tratto intestinale dei broiler, senza causare 
alcun sintomo evidente (Rossler et al., 2019). Campylobacyter può essere introdotto 
nel ciclo produttivo da varie fonti (attrezzature, mezzi di trasporto, operatori, acqua di 
abbeverata, mangime, lettiera, aria, insetti, ecc.) e la sua diffusione è favorita da caren-
ze nelle procedure di biosicurezza (Koolman et al., 2014). Una volta che il patogeno 
viene introdotto, buona parte della partita di polli risulta contaminata in pochi giorni, 
grazie alla sua eliminazione fecale (Barrios et al., 2006). Un recente report EFSA in-
dica una prevalenza di Campylobacter spp. nella popolazione di broiler europea pari a 
circa il 18%, evidenziando la necessità di applicare una stretta sorveglianza in tutta la 
filiera di produzione (EFSA, 2020). Anche la fase di macellazione rappresenta una fase 
critica per la diffusione di Campylobacter: la contaminazione diretta o indiretta delle 
carcasse è infatti molto frequente, in particolare nelle fasi di scottatura, spiumatura ed 
eviscerazione (Pacholewicz et al., 2015; Reich et al., 2018). Ciò determina una elevata 
prevalenza sulle carcasse (34.9-100% secondo le filiere considerate), con un livello di 
contaminazione che può raggiungere 103 UFC/g di pelle del collo, come rilevato da 
dati ufficiali e studi sperimentali (EFSA 2010; Reich et al., 2018; Stella et al., 2021). 
La prevalenza di questi patogeni nelle carni avicole tende a diminuire lungo la catena 
di produzione; la conservazione refrigerata delle carni, così come il contatto con l’a-
ria (con conseguente esposizione a condizioni di aerobiosi e asciugatura superficiale) 
determinano infatti una completa inibizione della moltiplicazione di Campylobacter, e 
una sua graduale inattivazione. Ciononostante, l’enorme diffusione del patogeno sulle 
carni determina la sua presenza in fase di commercializzazione al dettaglio in un’ele-
vata percentuale di campioni, con il rilievo occasionale di conte elevate (>104 UFC/g) 
(EFSA-ECDC, 2023; Humphrey et al., 2007; Stella et al., 2017). Le moderne moda-
lità di commercializzazione delle carni di pollo prevedono una filiera particolarmen-
te breve (macello-commercio al dettaglio), riducendo così l’effetto inattivante della 
conservazione. Inoltre, le normali condizioni di conservazione (confezionamento con 
film plastico, stoccaggio in ambiente fresco, umido e buio) possono contribuire alla 
sopravvivenza di Campylobacter, determinando la possibile esposizione del consuma-
tore a cariche talvolta elevate del patogeno (EFSA, 2009). Va infatti tenuto conto che, 
anche se la cottura costituisce un metodo sicuro di inattivazione di questi patogeni, la 
gestione domestica delle carni avicole presenta una serie di criticità che possono de-
terminare la contaminazione crociata di altri alimenti (mediante attrezzi o superfici di 
utilizzo comune), a loro volta non sottoposti a cottura prima del consumo (Humphrey 
et al., 2001; Redmond e Griffith, 2003). 
Questo studio si inserisce nell’ambito di un progetto (CAMPITALY, bando PRIN 
MIUR 2022) che intende fornire informazioni sulla prevalenza di ceppi di Campylo-
bacter termofili lungo la filiera di produzione delle carni avicole, e sul rischio correlato 
alla gestione delle carni avicole da parte del consumatore. In particolare, questa fase è 
deputata alla rilevazione della presenza di Campylobacter spp. in campioni prelevati 



215

in diverse fasi della catena produttiva e alla identificazione delle specie prevalenti, 
considerando diversi contesti produttivi.

MATERIALI E METODI
Piano sperimentale
Sono stati prelevati campioni in tre diverse filiere di produzione di carni di pollo, loca-
lizzate in Nord Italia (Lombardia), Centro Italia (Umbria) e Sardegna. Per ognuna delle 
aree considerate, sono stati effettuati prelievi in tre fasi produttive:
Allevamento: i prelievi sono stati effettuati presso 4 diversi allevamenti intensivi con-
venzionali, in fase avanzata del ciclo produttivo (dopo i 25 giorni di età degli animali). 
Sono stati sottoposti a prelievo:
Mangime, prelevato dalle mangiatoie,
Acqua di abbeverata, prelevata dagli abbeveratoi,
Lettiera,
Sovrascarpe dello sperimentatore, dopo aver attraversato il capannone.
Macello: i prelievi sono stati effettuati da:
Gabbie di trasporto degli animali, al momento dello svuotamento,
Pool di pelle del collo degli animali al termine della macellazione.
Commercio al dettaglio: sono state sottoposte a prelievo carni di pollo classificate in 
tre categorie:
Carni con pelle (polli a busto o parti sezionate),
Carni senza pelle (petti interi, sezionati o affettati),
Carni macinate.
Un riepilogo dei campionamenti effettuati è riportato in Tabella 1.

Fase Campione Lombardia Umbria Sardegna Totale
N° Positivi N° Positivi N° Positivi N° Positivi

Allevamento Mangime 4 0 4 0 2 0 10 0
Acqua 4 0 4 0 2 0 10 0
Lettiera 8 0 4 0 2 1 14 1
Sovrascarpe 4 0 4 0 2 2 10 2
Totale 20 0 16 0 8 3 44 3

Macello Gabbie 20 11 10 0 3 3 33 14
Pelle del collo 20 15 10 10 8 6 38 31
Totale 40 26 20 10 11 9 71 45

Commercializzazione Carni con pelle 21 18 20 9 20 13 61 40
Carni senza pelle 19 14 10 2 20 11 49 27
Carni macinate 4 4 - - 6 0 10 4
Totale 44 36 30 11 46 24 120 71

Tabella 1. Esito della ricerca di Campylobacter spp. nei campioni prelevati presso 
l’allevamento, il macello e in fase di commercializzazione al dettaglio.
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Prelievo e analisi dei campioni
Le modalità di prelievo dei campioni dipendono dalla loro tipologia. Nel caso del 
mangime e della lettiera in allevamento, il prelievo è stato effettuato mediante sac-
chetto sterile, che è stato ribaltato e sigillato dopo il prelievo; i sovrascarpe sono stati 
prelevati sterilmente e inseriti in un sacchetto da Stomacher sterile, che è stato poi 
direttamente utilizzato per le analisi; le vaschette di abbeverata sono state sottoposte 
a prelievo mediante spugnetta sterile, che è stata poi inserita in un apposito sacchetto 
sterile. Nei prelievi effettuati dalle gabbie al macello, sono state utilizzate spugnette 
sterili, imbevute con 10 ml di acqua peptonata tamponata; nel caso del prelievo della 
pelle del collo, i campioni (pool di almeno 3 animali) sono stati prelevati mediante col-
tello sterilizzato e inseriti in sacchetti da Stomacher sterili (un sacchetto per ogni pool). 
Infine, per quanto riguarda la fase di commercializzazione al dettaglio, si è proceduto 
a prelevare le confezioni intere, che sono state oi aperte sterilmente in laboratorio al 
momento dell’analisi; nel caso dei campioni di carni con pelle, si è privilegiato il cam-
pionamento della pelle.
Ogni campione è stato sottoposto alla ricerca di Campylobacter spp., mediante la me-
todica ISO 10272-1:2017 (procedimento B), che prevede la diluizione 1:10 del cam-
pione con brodo Preston (Nutrient broth n° 2, Oxoid, Basingstoke, UK) con l’aggiunta 
del 5% di sangue lisato di cavallo (Oxoid), Campylobacter growth supplement (Oxoid) 
e Modified Preston Campylobacter selective supplement (Oxoid). Nel caso delle spu-
gne, sono stati aggiunti 90 ml di brodo. L’incubazione è stata effettuata a 41,5°C per 24 
h in microaerofilia (Campygen, Oxoid). Successivamente, è stata effettuata la semina 
per striscio di 10 µl di brodo di arricchimento su terreno CCDA (Scharlab, Barcello-
na, Spagna). Dopo incubazione a 41,5°C per 44 h in microaerofilia, dalle piastre che 
presentavano colonie sospette, si è proceduto all’isolamento dei ceppi su agar sangue 
(Columbia blood agar base, Scharlab) e alla identificazione; sono stati effettuati fino 
a 5 isolamenti da ogni campione sospetto. Allo scopo di eliminare ceppi interferenti, 
ogni isolato è stato sottoposto a test dell’ossidasi, e a osservazione microscopica dopo 
colorazione di Gram ed è stato seminato su piastre di agar sangue incubate per 48 h a 
25°C in microaerofilia e a 41,5°C in condizioni di aerobiosi. Gli isolati che presentava-
no le caratteristiche tipiche del genere Campylobacter (Gram negativi con morfologia 
tipica, ossidasi-positivi, non in grado di crescere a 25°C o in condizioni di aerobiosi) 
sono stati sottoposti a identificazione.

Identificazione dei ceppi
L’identificazione di specie dei ceppi isolati è stata effettuata mediante spettrometria 
di massa MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Fremont, CA), applicando in parallelo due 
metodiche, ovvero il metodo del trasferimento diretto e il metodo del trasferimento 
diretto esteso. Nel caso del metodo del trasferimento diretto, il materiale prelevato da 
una colonia isolata è stato applicato sulla piastra target. I campioni sono stati coperti 
con 1 µL di acido α-ciano-4-idrossicinnamico in 50% acetonitrile con il 2,5% di aci-
do trifluoroacetico (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germania). Nella metodica del 
trasferimento diretto esteso, le operazioni descritte per il trasferimento diretto sono 
state precedute dall’aggiunta di 1 µL di acido formico al 70%, prima di applicare la 
matrice acida. L’acquisizione degli spettri è stata eseguita mediante uno spettrometro 
di massa microFlex™ (Bruker Daltonik GmbH) in positive mode, dopo calibrazione 
con Bacterial Test Standard (Bruker Daltonik GmbH). Gli spettri sono stati interpretati 
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automaticamente mediante software Bruker Compass (4.1). L’identificazione del cep-
po veniva acquisita in presenza di un log(score) ≥ 1.7 per il genere e di un log(score) 
≥ 2.0 per la specie.

Analisi statistica
I dati di prevalenza di Campylobacter spp. nei campioni analizzati, e la frequenza re-
lativa delle specie C. jejuni e C. coli nella popolazione di ceppi identificati sono stati 
sottoposti ad analisi statistica mediante test Chi quadro e, in caso di numerosità cam-
pionaria bassa, mediante test esatto di Fisher. La soglia di significatività considerata è 
stata di P=0,05.

RISULTATI E DISCUSSIONE
Sono stati sottoposti a ricerca di Campylobacter spp. un totale di 235 campioni prele-
vati dalle tre fasi della filiera considerate (allevamento, macellazione, commercializ-
zazione al dettaglio).
I risultati sono mostrati in Tabella 1 e in Figura 1. La presenza di Campylobacter spp. 
è stata rilevata in un totale di 119 campioni, con una frequenza globale pari al 50,6%, 
ma con una netta differenza fra le fasi della filiera considerate (Fig. 1a). Se, infatti, nel-
la fase di allevamento la contaminazione è stata rilevata solo raramente e solo in una 
delle filiere valutate, nelle altre fasi il tasso di isolamento è risultato significativamente 
superiore (P<0,01), sia al macello (63,4%), che nella fase di commercializzazione al 
dettaglio (59,4%); non sono state rilevate differenze statisticamente significative fra i 
valori ottenuti al macello e durante la commercializzazione (P=0,56).

a) 				          b)

Figura 1. a) Prevalenza di Campylobacter spp. nei campioni prelevati nelle tre fasi 
della filiera considerate. b) Prevalenza di Campylobacter spp. nelle diverse tipologie 
di campioni prelevati al macello e in fase di commercializzazione.

In fase di allevamento, la frequenza di isolamento è risultata particolarmente bassa, 
rispetto ai risultati di studi precedenti (Reichelt et al., 2022). Campylobacter è sta-
to isolato solo dalla lettiera e dai sovrascarpe; non è stata rilevata alcuna positività 
dal mangime o dall’acqua, pur essendo stata campionata dalle vaschette (e quindi po-
tenzialmente esposta ad una contaminazione ambientale/fecale); i dati confermano la 
maggiore frequenza di positività nei campioni di sovrascarpe e di lettiera già osservata 
da altri autori. È noto che la frequenza di contaminazione cresce generalmente con 
l’età degli animali (Barrios et al., 2006); tale fattore non ha avuto un impatto evidente 
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in questo studio, condotto sempre su partite di animali in una fase abbastanza avanzata 
del ciclo produttivo.
L’elevata frequenza di isolamento presso il macello, osservata nel nostro studio, era 
un dato atteso, ed è in accordo con i dati presenti in letteratura (EFSA, 2010). Una 
frequenza abbastanza elevata (42,4%) è stata rilevata nei campioni prelevati dalle gab-
bie di trasporto degli animali (Fig. 1b), come era prevedibile dato che si trattava di 
gabbie non ancora sottoposte a sanificazione: il ruolo delle gabbie nella trasmissione di 
Campylobacter è stato già evidenziato (Morgan et al., 2022), in particolare quando le 
operazioni di sanificazione sono carenti, favorendo così l’introduzione del patogeno in 
nuovi cicli produttivi. Una frequenza di isolamento particolarmente elevata (81,6%) è 
stata rilevata sui campioni di pelle del collo; il valore rilevato è significativamente su-
periore (P<0,01) a quello osservato sulle gabbie di trasporto. L’elevatissima prevalenza 
di Campylobacter sulle carcasse al termine della macellazione, costantemente rilevata 
in precedenti studi (EFSA, 2010; Emanowicz et al., 2021), è giustificata dalle tecniche 
di macellazione comunemente utilizzate: le operazioni di macellazione possono infatti 
provocare una frequente cross-contaminazione delle carcasse anche di gruppi di ani-
mali che non albergano il patogeno a livello intestinale (Rasschaert et al., 2020).
Nella fase di commercializzazione al dettaglio, la prevalenza di Campylobacter è ri-
sultata molto elevata, come già rilevato in numerosi studi precedenti (Osimani et al., 
2017). Questo dato suggerisce la presenza di una esposizione elevata, in termini di 
frequenza, dei consumatori di carni di pollo, che acquistano e devono poi gestire cor-
rettamente carni frequentemente contaminate. Fra le tipologie di campioni analizzate, 
è stata osservata una frequenza di contaminazione decrescente fra campioni di carni 
con la pelle (65,6%), carni senza pelle (55,1%) e carni macinate (40,0%). Pur non 
rilevandosi una differenza statisticamente significativa fra le tre categorie, il trend è ri-
sultato evidente. Questo risultato conferma quanto osservato in studi precedenti (Stella 
et al., 2017): la maggiore frequenza nei tagli anatomici provvisti di pelle è giustificata 
dalla localizzazione di Campylobacter sulle carcasse al termine della macellazione (la 
pelle, appunto) ed è favorita dalla maggiore possibilità di sopravvivenza del patogeno 
sulla pelle rispetto alle superfici muscolari esposte (grazie alla presenza dei follicoli 
e alla minore esposizione all’asciugatura). L’ulteriore lavorazione alla quale le carni 
sono sottoposte in fase di macinatura espone ulteriormente i Campylobacter presenti 
ai fattori inibenti (presenza di ossigeno, base temperature), riducendone così la vitalità.

Identificazione di specie
Dai campioni che presentavano colonie sospette, sono stati isolati e correttamente 
identificati come appartenenti al genere Campylobacter spp. un totale di 303 ceppi; 
217 isolati sono stati identificati come C.  jejuni e 86 come C. coli (rispettivamente 
71,6 e 28,4%); nessun’altra specie di Campylobacter è stata rilevata nei campioni. La 
maggiore prevalenza relativa di C. jejuni nel settore produttivo delle carni avicole è 
nota, ma la frequenza delle due specie è molto variabile ed è influenzata da molti fat-
tori; negli ultimi anni, la frequenza relativa di C. coli sembra infatti in crescita (EFSA, 
2010; Andritsos et al., 2023). Come mostrato in Tabella 2 e Figura 2a, la frequenza 
relativa di C. jejuni è risultata superiore nei campioni prelevati al macello (77,2%) 
rispetto a quelli prelevati in fase di commercio al dettaglio (68,5%) e in allevamento 
(60%), ma tali differenze non sono risultate significative. Fra i campioni prelevati pres-
so i macelli (Fig. 2b), non sono state rilevate differenze particolari, con una frequenza 
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costantemente elevata (76,5 – 77,5%) di C. jejuni. Precedenti studi hanno ipotizzato 
una maggiore resistenza di C. coli a condizioni ambientali sfavorevoli (basse tempera-
ture, conservazione prolungata), che porterebbe ad una sua maggiore frequenza nelle 
ultime fasi della catena di produzione (commercializzazione al dettaglio) (Oyarzabal 
et al., 2010); in tale ottica, è ipotizzabile che, tra le tipologie di carni avicole presenti in 
commercio, le condizioni ambientali siano più sfavorevoli nelle carni prive di pelle e in 
particolare in quelle macinate. In questo studio, la selezione di C. coli lungo la catena 
di produzione non è stata chiaramente osservata: considerando infatti i dati relativi 
alla fase di commercializzazione al dettaglio, una frequenza relativa più elevata è stata 
rilevata nei campioni di carni macinate (83,3%) rispetto alle carni senza pelle (71,9%) 
e con pelle (65,1%). Il frequente rilievo di C. jejuni in carni porzionate deve essere 
considerato con attenzione, considerando la maggiore patogenicità di questa specie, 
responsabile di circa il 90% dei casi di campilobatteriosi umana (Gillespie et al., 2002). 

Specie Fase
Allevamento Macellazione Retail

Gabbie Pelle 
del collo Globale Carni 

con pelle
Carni 

senza pelle
Carni 

macinate Globale

C. jejuni 3/5 26/34 62/80 88/114 71/109 50/69 5/6 126/184
C. coli 2/5 8/34 18/80 26/114 38/109 19/69 1/6 58/184

Tabella 2. Prevalenza di Campylobacter jejuni e C. coli nella popolazione di ceppi 
isolati nelle diverse fasi produttive.

a)					      b)

Figura 2. a) Prevalenza di Campylobacter jejuni e C. coli nei campioni prelevati nelle 
tre fasi della filiera considerate. b) Prevalenza di C. jejuni e C. coli nelle diverse tipolo-
gie di campioni prelevati al macello e in fase di commercializzazione.

CONCLUSIONI
I risultati di questo studio permettono di ottenere un quadro della prevalenza di Cam-
pylobacter spp. nella filiera avicola; la diffusione di questi patogeni è sicuramente 
favorita dalle tecniche di produzione (e in particolare di macellazione) utilizzate, e 
determina una contaminazione molto frequente delle carni in commercio. L’elevata 
frequenza rilevata in tutte le tipologie di carni, e in particolare l’alta prevalenza relativa 
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di C. jejuni, mostrano la frequente esposizione dei consumatori a questi patogeni al 
momento dell’acquisto delle carni di pollo. Ciò pone l’accento sulla necessità di una 
corretta gestione nelle fasi di conservazione e preparazione domestica delle carni, allo 
scopo di prevenire contaminazioni crociate e ridurre il rischio per i consumatori.
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