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PREFAZIONE

Legnaro (PD), 19 giugno 2024

Prima di riassumere e commentare le attivita svolte e da svolgere nel 2024, ritengo
opportuno ricordare il successo ottenuto dalla nostra societa 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 Societa si € svolto, in collaborazione con 1’ Asso-
ciazione Scientifica di avicoltura (sezione Italiana della WPSA), e con I’ Associazio-
ne Scientifica di Avicoltura (ASIC), a Rimini il 10 maggio 2024, ed ha avuto come
titolo “Aviconiglicoltura italiana: sostenibilita e trasferibilita nel mondo”.

Gli interventi del Dott. Buttazzoni (Referente FAO del National Focal Point italia-
no) e del Prof. Cassandro (Universita 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 terra

a Lodi presso la sede del Dipartimento di Medicina Veterinaria ¢ Scienze Animali
dell’Universita degli studi di Milano. Qui verranno presentati dai nostri soci nume-
rosi lavori scientifici e c¢i sara un intervento del Prof. Daniele Gallazzi, gia presidente
della nostra societa, 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 professionalita,
la passione e 1’entusiasmo sempre profusi come operatore a vario titolo nel settore
avicolo, rimarranno nella storia della nostra societa.

Prof. Mattia Cecchinato
Presidente SIPA

S CA_
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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 ¢ in tutti
1 paesi ad economia avanzata. Attualmente, nel nostro paese rappresenta 1’8% delle
carni avicole introdotte sul mercato, deve pertanto essere considerata ancora una pro-
duzione di nicchia, anche se l’aumento della sua incidenza ¢ significativo e ha attirato
I’attenzione di molti produttori.

I fattori che contribuiscono alla sua diffusione sono diversi ed eterogenei, in generale
possono essere considerati 1’espressione del maggior interesse che i consumatori dei
paesi occidentali manifestano verso alcuni aspetti delle produzioni avicole alternative.
Tra questi possiamo sicuramente trovare la sensibilita verso il benessere animale, la ri-
cerca di maggior sapore e consistenza delle carni, la percezione di una maggior qualita
produttiva, la propensione ad acquistare cibi prodotti localmente, con caratteristiche
per certi aspetti paragonabili ai prodotti dell’artigianato.

Tutto questo fa si che una parte dei consumatori, in genere appartenenti alle categorie
piu abbienti, sia disposta a pagare di piu per prodotti che considerano piu pregiati qua-
litativamente ¢ maggiormente rispettosi di principi etici.

Dal punto di vista produttivo, in Italia possiamo dividere 1’allevamento del pollo a
lento accrescimento in tre macrocategorie:

11 pollo “rurale” vero e proprio: cio¢ 1’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 realta dei piccoli produttori: aziende piccole o medie che producono direttamente i
polli in uno o in pochi allevamenti, solitamente non operanti con la modalita 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 1 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 varieta di dimensioni, forme e colori. Una varieta che
si contrappone all’uniformita 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, € proprio la possibilita di diversificare i prodotti in base a precisi para-
metri produttivi, che suscitano I’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 (ITOO1EA), approvato dal Ministero dell’ Agricoltura della Sovranita Ali-
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mentare e delle Foreste (MASAF) e la cui applicazione ¢ sottoposta al controllo di un
ente terzo accreditato, il CSQA.

Le norme contenute nel Disciplinare regolamentano integralmente il sistema di certi-
ficazione. E prevista I’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 ¢ approvata da Unaitalia e sono previste una serie di misu-
re per gestire eventuali non conformita, ivi compresa I’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
veridicita e tracciabilita sono un vero e proprio pilastro portante del sistema, il cui suc-
cesso negli anni ¢ dimostrato dal fatto che nel 2022, il 62% della produzione avicola
nazionale ¢ stata immessa sul mercato con informazioni volontarie certificate aggiunte
in etichetta. (Fonte Unaitalia)

E importante sottolineare che il 28% di queste informazioni riguardava il maggiore
benessere degli animali allevati, come 1’uso di luce naturale e 1’utilizzo di arricchi-
menti ambientali per favorire i comportamenti naturali dei volatili, oppure 1’utilizzo in
allevamento di razze a lento accrescimento. In particolare, la percentuale di adesione a
quest’ultimo requisito & 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 possibilita di diversificare
strategie produttive e di marketing.

Una caratteristica importante da considerare ¢ la velocita 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 eta.

Nella Tabella 1 sono inoltre incluse informazioni per il consumatore che riguardano
altri aspetti, associati sia al benessere animale che alla qualita dei prodotti. Tra queste
vale la pena di sottolineare che possono essere certificate diverse tipologie di alleva-
mento, le quali, per ’ampia liberta che offrono, ben si adattano ad allevare animali pit
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, piu restrittive rispetto alla legislazione vigente. Tali norme sono state
approvate dalle pit importanti associazioni animaliste € un buon numero di produttori
avicoli europei si ¢ 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 si che 1 bisogni naturali delle prime siano rispettati e che il loro benessere
sia garantito.

In genere, gli animali a lenta crescita sono piu attivi e attenti, razzolano con frequenza,
esplorano I’ambiente con curiosita 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 € piu complessa, il che aumenta il rischio della comparsa di
tensioni sociali.

Sono questi gli aspetti comportamentali che richiedono 1’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 piu sensibili alle basse temperature.

la maggior mobilita degli animali si evidenzia sin dai primi giorni. E importante cir-
condare I’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 curiosita 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 gia ridotto dalle caratteristiche ge-
netiche. Pertanto, particolare attenzione deve essere posta a favorire 1’assunzione del
mangime, la cui granulometria deve risultare attraente per I’animale durante tutte le
fasi della crescita.

Lutilizzo di arricchimenti ambientali ¢ fondamentale per il benessere delle razze a len-
ta crescita, in relazione la loro naturale tendenza alla mobilita. Per favorire la mobilita
verticale si utilizzano solitamente balle di paglia o trespoli.
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La forte intensita luminosa e I’aumento del fotoperiodo, favoriscono la conflittualita,
che ¢ 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
verra 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
multieta).

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 mortalita 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 puo portare anche alla comparsa di neoplasie cutanee,
riscontrate solitamente al macello. I fattori che favoriscono 1’insorgenza di questa ma-
lattia sono la macellazione in eta piu avanzata e, in alcuni allevamenti, la mancanza del
vuoto sanitario,. Per contrastarla, sono di sicura utilita i miglioramenti in allevamento
delle procedure di pulizia/disinfezione e della biosicurezza. In alcune aree ad alta den-
sita, 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 eta.
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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 entita.

In episodi di maggior gravita, 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 |’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, I’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 piu diffuso in Europa (2). Si sta cercando di prevenire
questa patologia, migliorando il programma vaccinale dei riproduttori per potenziare
I’immunita materna dei pulcini.

Figura 2: tenosinovite al tendine del gastrocnemio in un in un pollo a lenta crescita di
90 gg. di eta.
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Anche su altre patologie ¢ 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 1’apparato intestinale in forma subclinica
(ad esempio le coccidiosi, spesso associate a clostridiosi di varia eziologia), che tolgo-
no energie ¢ appetito a un animale gia di per sé poco propenso ad assumere alimenti e
a crescere. Per questo motivo ¢ 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 densita o la dispersione degli animali, pos-
sono rendere problematica 1’assunzione di oocisti vaccinali dall’ambiente e il con-
seguimento di una robusta e uniforme immunita di gregge, la cui assenza pud dare
origine alle patologie intestinali sopra descritte, particolarmente subdole per la loro
scarsa rivelabilita. Il rischio insito in questi casi € che il danno provocato si protragga
nel tempo, diventando alla lunga superiore a quello di malattie piu gravi, che proprio
per la loro visibilita, vengono prontamente affrontate e risolte.

Anche alcuni virus che colpiscono I’apparato respiratorio, come il Metapneumovirus,
oppure il sistema immunitario come il virus della Bursite Infettiva, possono indurre
piu 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 piu frequenti in queste razze i decessi per cause traumatiche, dovuti a
episodi di pica/cannibalismo (per conflittualita sociale) o a predazione (in allevamenti
all’aperto).

Se la produzione dei polli a lenta crescita, nonostante I’interesse dei produttori e dei
consumatori, rimane un fenomeno di nicchia, lo si deve soprattutto al maggior costo
di produzione dovuto alla minor produttivita. Questa, a sua volta, influenza negati-
vamente la sostenibilitd ambientale di questo settore, un aspetto non di secondaria
importanza.

Il problema ¢ stato studiato da associazioni di produttori europee ¢ americane (AVEC e
National Chicken Council) che hanno quantificato le differenze tra i sistemi produttivi
arapida e lenta crescita.

Riassumendo il corposo lavoro pubblicato da AVEC, si puo calcolare che, allevando
animali a lenta crescita, il costo di produzione di un Kg di carne ¢ destinato ad aumen-
tare del 37,5%, e la produzione annuale di un metro quadrato di superficie ¢ 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’Universita 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-
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ta, dovrebbero essere allevati piu polli (da +44,6% — +86,8% a seconda del tipo di
allevamento) e macellati piu polli (+19,2% — +27,2%).

Se fossero prodotti in allevamenti estensivi al coperto, occorrerebbe una superficie
di 90.582-98.687 km?, con un aumento del 19,9-30,6% rispetto ai 75.577 km? di
terreno utilizzati per 1’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 m? / soggetto), richiederebbero
I’utilizzo di 108.642—121.019 km?, un aumento del 43,8 —60,1% rispetto all’attua-
le utilizzo del suolo.

In conclusione si puo senz’altro affermare che la produzione del pollo a lenta
crescita deve essere considerata una importante opportunita in avicoltura, puo con-
sentire infatti di immettere sul mercato carni avicole in grado di attirare I’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, 1’applica-
zione dei loro rispetti disciplinari produttivi sotto il controllo di enti terzi e delle
autorita preposte, permettono di dare al consumatore informazioni chiare, precise
e credibili sulle caratteristiche qualitative dei prodotti .

Il maggior valore aggiunto dei prodotti e la rusticita 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, ¢ senz’altro in grado migliorare 1’im-
magine che il cittadino medio ha delle produzioni avicole, non per caso infatti, sta
gradualmente crescendo in tutta Europa.

Tuttavia, per mantenere la capacita produttiva e la sostenibilita dell’avicoltura eu-
ropea, ¢ 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
piu importanti per la societa in generale, il soddisfacimento dei bisogni primari:
anche le classi meno abbienti, in Italia e nel mondo, devono avere la possibilita di
acquistare alimenti ad alto valore biologico a prezzi accettabili.

Sappiamo infatti che la capacita produttiva delle razze a lenta crescita ¢ significa-
tivamente inferiore a quella delle razze a rapido accrescimento (si perderebbero
circa 30 anni in termini di produttivita) e sappiamo anche che il prezzo di vendita
delle carni avicole, in caso di forte riduzione dell’offerta, puo aumentare, per di-
namiche di mercato, ben piu di quanto si possa prevedere in base al solo aumento
dei costi di produzione.

Pertanto, ¢ 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 possibilita economiche che a scelte fatte per motivi etici. Il benessere dei
polli allevati ¢ importante, ma non puo pero essere valutato senza tenere in consi-
derazione la necessita di alimentare il mondo evitando gli sprechi di risorse.

Ma purtroppo, su questi aspetti, nella societa occidentale I’informazione al consu-
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matore ¢ monopolizzata delle associazioni animaliste, coadiuvate da programmi
televisivi di giornalismo investigativo, e I’informazione che insieme forniscono ¢
parziale, non equilibrata, deformata da ideologie e non scientificamente corretta.

RINGRAZIAMENTI

Si ringraziano i colleghi Carlo Castellina, Simona Ceroni, Alberto Dall’ Angelo, Luigi
Gavazzi, Elisa Russo, oltre a Rossella Pedicone (Unaitalia), che hanno fornito impor-
tanti informazioni utili a completare la stesura del presente articolo.

RIFERIMENTI

1. Decreto 29 luglio 2004 del Ministero delle Politiche Agricole e Forestali. Mo-
dalita’ per 1’applicazione di un sistema volontario di etichettatura delle carni di
pollame. Gazzetta Ufficiale n. 241 del 13-10-2004.

2. Identification of the main genetic clusters of avian reoviruses from a global strain
collection. Kovacs et al., Front. Vet. Sci., 12 January 2023 , Volume 9-2022 https://
doi.org/10.3389/fvets.2022.1094761.

3. Costs and implications of the European Chicken Commitment in the EU. A report
prepared by RSK ADAS Ltd. AVEC. March 2024

4. The ‘sustainability gap’ of US broiler chicken production: trade-offs between wel-
fare, land use and consumption. Iris Chan, Becca Franks and Matthew N. Hayek.
Department of Environmental Studies, New York University, New York, NY,
USA. Royal Society of Open Science. 2022

28



29



ATTI DEL IX SIMPOSIO SCIENTIFICO

COMUNICAZIONI SCIENTIFICHE

Lodi (LO), 12/13 Settembre 2024

30



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.2, Monne I.!, Cecchinato M.’, Crimaudo M.!, Valastro V.},
D’Amico V.!, Bortolami A.!, Gastaldelli A.!, Varotto M.!, Terregino C.! e Panzarin V.!

! stituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie (1ZSVe), Legnaro (PD)

? Dipartimento di Biomedicina Comparata e Scienza degli Alimenti, Universita degli
Studi di Padova (Unipd), Legnaro (PD)

3 Dipartimento di Medicina Animale, Produzioni e Salute, Universita degli Studi di
Padova (Unipd), Legnaro (PD)

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 (Absalon et al., 2019; Hicks et al., 2019). Questi virus mostrano una
notevole variabilita di patogenicita, che puo variare da infezioni subcliniche a malat-
tie acute con alta mortalita. La classificazione dei ceppi di APMV-1 come velogenici
(altamente virulenti), mesogenici (virulenza intermedia) o lentogenici (poco patogeni)
si basa sull’indice di patogenicita intracerebrale (ICPI) nei polli di un giorno di vita.
Recentemente, Dimitrov et al. (2019) hanno proposto una classificazione filogenetica
basata sulla variabilita 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 variabilita 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 I’elevata mortalita del pollame e I’'impatto
delle misure di controllo necessarie per limitare la diffusione dell’infezione.

Per questo motivo I’identificazione rapida e accurata dei casi di ND ¢ 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 1’ostacolo della
diversita genetica degli APMV-1, favorita sia dalla loro ampia diffusione che dalla
pressione immunitaria esercitata dai vaccini, che complica la diagnosi. Questa alta
variabilita rende difficile sviluppare sonde che discriminino efficacemente tra ceppi
virulenti e avirulenti. Studi precedenti hanno tentato di migliorare la sensibilita e spe-
cificita 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 1I’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 [-1V, IX-XI; il SET B ai virus di classe II genotipi V-VIII,
XII-XXT; il SET C identifica I’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’
Class IT A for CTC ACC CCY CTT GGT GA
A Class IT A rev GGA GRATGTTGG CAG CATT

Class I A avir MGB probe =~ FAM-CCT ATA AGG CGY CCC TGT YTC-MGB
Class II A vir MGB probe CY5-CCTAYAAAG CGTYTCTGY CTC C-MGB
Class II B for GAR GCATAY AACAGAACA
Class II B rev GTY GCAACC CCRAGAGCTA

B 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

Class I C for CMG GGA CAATTATCATCAA
C Class I C rev GGC TACACCTAATGC 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 TagMan Fast Virus 1-Step Master
Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) usando 5 pl di RNA in una miscela di
reazione da 25 pl totali. L array ¢ stato validato sulla piattaforma realtime QuantStudio
5 Real-Time PCR (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) che permette la corsa
simultanea di piu 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
3130x1(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA).

Set Concentrazione oligonucleotidi Ciclo termico

A 1 pM primers, 300 nM sonde 50°C 5 min; 95°C 20 sec; 45 x [95°C 30 sec, 60°C 45 sec]

B 1 uM primers, 250 nM sonde 50°C 5 min; 95°C 20 sec; 45 x [95°C 30 sec, 55°C 45 sec]

C 900 nM primers, 250 nM sonda

Tabella 2. Parametri delle tre RT-rPCR.

Specificita analitica

Un pannello di 66 isolati di APMV-1 virulenti e avirulenti di diversi genotipi € stato
testato per valutare I’inclusivita dei saggi RT-qPCR e la definizione del patotipo. L’e-
sclusivita, invece, ¢ 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 1 saggi simul-
taneamente.

Limite di rilevazione (LOD) e ripetibilita

L’omogenato polmonare ottenuto da polli SFP ¢ 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 ¢ stata testata in triplicato per determinare il LOD e confrontare
la sensibilita con il metodo di screening parallelo in uso presso il laboratorio (Sutton et
al., 2019). La ripetibilita quindi ¢ 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 reattivita 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).

Riproducibilita

La riproducibilita dell’array ¢ stata valutata tramite un esercizio interlaboratorio che ha
coinvolto I’IZS Ve, il Swedish National Veterinary Institute (SVA) e il Friedrich-Loef-
fler-Institut (FLI) per valutare la riproducibilita dell’array RT-qPCR. Ai tre laboratori &
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 I’accordo tra i laboratori tramite la kappa di Fleiss.

RISULTATI

Specificita 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, XTIV, 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 cio non ha compromesso la corret-
ta patotipizzazione. Non ¢ stato possibile testare altri genotipi in questa fase in quanto
non disponibili in laboratorio.

Limite di rilevazione (LOD)

La sensibilita analitica ¢ stata individuata minore o uguale di 10>** EID, /100ul 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 10***EID_/100pl. Que-
sto campione rappresenta il genotipo V.1 che circola quasi esclusivamente in Nord
America e in America Latina (Absalon 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 sensibilita del test.

Lefficienza e I’R? di tutti i genotipi testati sono risultati entro valori accettabili (Bustin
et al., 2009). Inoltre tutti i campioni utilizzati per la sensibilita analitica sono stati pa-
totipizzati correttamente a qualsiasi diluizione testata. Infine, il LOD della RT-qPCR di
screening eseguita per confronto € risultato piu basso di 1 log, , tranne che per il ceppo
vaccinale VG/GA che ¢ stato rilevato con una maggiore sensibilita dal SET A.

Ripetibilita

Tutte le repliche e le ripetizioni analizzate per la valutazione della riproducibilita sono
risultate positive e hanno fornito il patotipo corretto. Alla massima concentrazione di
virus, la %CV complessiva intra- ¢ inter-test era rispettivamente > 3,2 ¢ 4,9. Al LOD,
la ripetibilita ¢ stata leggermente inferiore con un coefficiente di variabilita 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 I’array di RT-qPCR e patotipizzati correttamente. I campioni rappre-
sentano i genotipi I, 11, VI, VI, 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 ¢ 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 perd non ha
inficiato la corretta discriminazione virulento/avirulento. [’assenza di una relazione
lineare con i valori di Cq ottenuti dal protocollo di screening suggerisce che la sensibi-
lita 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
¢ 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.

Riproducibilita

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 ¢ 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 piu bassi rispetto ai laboratori 2 e 3 (p <0,001) (Figura 1). 1l labora-
torio 3 ha eseguito 1’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 piu elevata.
Diminuendo la velocita di variazione della temperatura fino a 1,6°C/s, si € 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.
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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 affinita per i diversi genotipi, anche
se le mutazioni possono ridurre la sensibilita, 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 I’identificazione di un
cut-off diagnostico univoco. E stata possibile la determinazione della sequenza del sito
di clivaggio anche per campioni con valori di Cq elevati (35-39), permettendo cosi
di confermare il patotipo di campioni con bassa carica virale. Questo approccio offre
flessibilita ai laboratori in termini di attrezzature, conoscenze epidemiologiche e tempi
di refertazione.

Larray di RT-qPCR puo 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 puo anche essere usato come strategia DIVA (Differentiating Infected from
Vaccinated Animals) per monitorare la circolazione di APMV-1 virulento negli animali
vaccinati.

La riproducibilita e la trasferibilita del array, valutate durante il processo di valida-
zione, hanno evidenziato che I’ottimizzazione delle impostazioni di amplificazione in
base ai reagenti e agli strumenti utilizzati (ad esempio, sistema di acidi nucleici, kit di
amplificazione, temperatura) ¢ fondamentale ma ¢ stata mantenuta la corretta assegna-
zione del patotipo dei campioni forniti. Pertanto, In conclusione, 1’array di RT-qPCR
sviluppato ¢ adatto alla patotipizzazione molecolare dell’ APMV-1 nei campioni clini-
ci. E 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 H5S 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 HS 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 HIN1 to
HI12NS5. The HSN1 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 HS 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 HSN1 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 HSN1 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 I’'uomo (EFSA et al., 2023a; EFSA et al., 2023b, Global Avian
Influenza Viruses with Zoonotic Potential Update). Durante le stagioni migratorie, I’AIV
puo 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 patogenicita (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 HS 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, 1 virus HS HPAIV del clade 2.3.4.4b
sono caratterizzati da un’elevata capacita 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 capacita di effettuare il salto di specie
ed infettare un’ampia gamma di mammiferi domestici e selvatici, compreso I’'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 I’ingestio-
ne di latte crudo (Burrough et al., 2024).

In questo contesto, ¢ quindi essenziale sviluppare sistemi di sorveglianza dell’influenza
aviaria (IA) nei volatili domestici e selvatici, sia a livello nazionale che regionale, con
I’obiettivo principale di individuare precocemente la circolazione di virus dell’influenza
A, HS e H7, con particolare riguardo all’HPALIYV, al fine di proteggere il pollame domestico
e salvaguardare la salute umana e animale.

In particolare, il piano di sorveglianza dell’TA 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.
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MATERIALI E METODI

Raccolta di campioni

Sorveglianza attiva degli anatidi cacciati: Sul territorio di competenza della Regione Lombar-
dia ¢ 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 densita degli allevamenti intensivi di pollame domestico e infine la stima della pre-
valenza dell’TA. 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 meta 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.) € con maggior densita
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 ¢ stato raccolto un pool di organi (cervello, polmone e intestino)
per I’analisi per [AV.

Ricerca del genoma IAV e sequenziamento del genoma completo

Da tutti i campioni € stato estratto I’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 pL. La ricerca del genoma IAV ¢ stata ese-
guita utilizzando una real time RT-PCR il cui target ¢ 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 I’IA dell’IZS Ve per la confer-
ma della positivita e la determinazione della patogenicita.

Inoltre, il sequenziamento del genoma completo di tutti i campioni positivi per [AV ¢ stato ese-
guito come descritto in precedenza da Lycett et al. (2012) utilizzando il sistema SuperScript®
IIT One-Step RT-PCR con Platinum® Taq High Fidelity (Thermo Fisher Scientific). I prodotti
della RT-PCR sono stati purificati con NucleoSpin® Gel ¢ 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. Al 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 ¢ 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 1’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 positivita per AIV del
4,15% nel 2022-23 e del 5,47% nel 2023-24 per un totale di 159 campioni positivi. II se-
quenziamento completo ¢ stato possibile per 128 campioni ed ha evidenziato la presenza di
21 diversi sottotipi da HIN1 a HI12NS5 (Figura 3), ma nessun H7 durante il periodo di studio.
Nei due anni sono state osservate situazioni epidemiologiche diverse. E interessante notare
che il sottotipo HSN1 HPALIYV, in particolare il clade 2.3.4.4b, ¢ risultato il piu 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 LPAIYV, prati-
camente assenti nella prima stagione dello studio (1,5%), sono risultati i piu frequenti nella
seconda (27%). Tra gli altri sottotipi, H3N8, HON1, H6N3, HONS e H11N9 sono stati i piu
frequentemente rilevati. Le specie con la maggiore varieta di sottotipi sono state 1’alzavola
e il germano reale, che sono state anche le specie piu 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’lZSLER ammonta a 481, in particolare 131 nel 2022
e 350 nel 2023. I volatili appartenevano a diversi ordini, tra questi i piu rappresentativi era-
no i Charadriiformes (37%), Anseriformes (17%), Passeriformes (11%), Accipitriformes e
Columbiformes (7%). 1l 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 HSN1 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 1’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 positivita complessiva
del 51%. Tutte le positivita sono state causate da un virus HSN1 HPAIV clade 2.3.4.4b
appartenente al genotipo BB ampiamente presente in tutta Europa nel 2023 e caratterizzato
da un’elevata patogenicita per i volatili della famiglia Laridae. Da sottolineare che queste
positivita 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-
vita 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 ¢ stato ’H5SN1 HPAIV, come rilevato in altri paesi europei. Questo virus, fin dalla
sua prima identificazione, € sempre stato caratterizzato da una certa ciclicita, 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
positivita 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,
¢ 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 meta 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 ¢ verificata una moria di massa di questi volatili dovuta al ceppo H5N1, ed
¢ 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 HSN1 HPALI e un sottotipo a bassa patogenicita (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. E possibile ipotizzare che la matrice
fecale, raccolta dal suolo, non rappresenti un campione ideale per la ricerca di virus influen-
zali ad alta patogenicita o che questi luoghi siano solo marginalmente frequentati da volatili
selvatici provenienti da paesi infetti.

Focalizzando D’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 ¢ rivelato un ottimo
sistema di monitoraggio che ha consentito I’identificazione di virus influenzali circolanti sul
territorio, permettendo di individuare non solo i ceppi ad alta patogenicita, ma anche una
significativa presenza di virus a bassa patogenicita appartenenti a diversi sottotipi. La varieta
dei sottotipi identificati dimostra, come gia 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 varieta di ceppi €
indice di buona adattabilita del virus non solo all’ospite, ma anche all’ambiente in cui questo
vive. Di interesse ¢ il fatto che non sia stato identificato nessun virus appartenente al sotto-
tipo H7. Tale sottotipo ¢ 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 HSN1 HPAIV nei
laridi in Nord Italia, in particolare nella Regione Lombardia, con conseguente elevata mortalita,
¢ stata rilevata solo nei primi mesi del 2023, da febbraio ad aprile, con una percentuale di posi-
tivita superiore al 70% seguita da una drastica riduzione dei casi nei mesi seguenti. Negli ultimi
anni, inoltre, ¢ 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 I’applicazione di strategie di prevenzione da attuare principalmente nelle aree ad
alta densita di pollame, per evitare casi di diffusione secondaria, cosi 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 patogenicita,
sono di estrema importanza perché ci forniscono una visione completa dei sottotipi circolanti
in un determinato territorio, ma soprattutto ci permettono di individuare tempestivamente
I’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 (Al), an infectious disease caused by Orthomyxovirus genus A, has
increasingly captured the international community’s attention due to its consequences.
Al 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 USUYV, 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 piu a fondo I’ecologia e 1’epidemiologia delle piu
importanti virosi aviari per la tutela della salute umana e animale, unita allo sviluppo
di sistemi diagnostici caratterizzati da una sempre maggiore sensibilita, ha inaugurato
una nuova era nella sorveglianza delle malattie infettive nella fauna selvatica.

Tra le malattie infettive oggetto di maggiore attenzione, 1’Influenza Aviaria (Al) 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 ¢ responsabile principalmente di infezioni nelle specie aviarie. 1
virus riconducibili a questo genere sono, tra gli Orthomyxovirus, i pitt importanti e i
piu diffusi, classificati in sottotipi sulla base delle proprieta antigeniche delle loro gli-
coproteine di superficie: ’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. HSN1), dagli uccelli selvatici
(Alexander, 2007; Fouchier et al., 2005; Olsen et al., 2006; Uyeki et al., 2022).

A seconda della gravita della sintomatologia osservabile nei volatili, 1 virus influenzali
agenti della malattia (AIV) sono classificati in due gruppi: virus a bassa patogenicita
(LPAI), determinanti infezioni prevalentemente asintomatiche che interessano il siste-
ma respiratorio e digerente, e virus ad alta patogenicita (HPAI), responsabili di forme
sistemiche letali (Blagodatski et al., 2021; Franca 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 ci0, 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 1’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 realta produttive, a
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livello nazionale ed Europeo ¢ 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, I’entita delle recenti epidemie,
determinate dal sottotipo HSN1 HPAI, e I’individuazione di virus HPAI presentanti
marcatori genetici di adattamento alla replicazione nei mammiferi hanno evidenzia-
to la necessita 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 I’'USUTU Disease. Considerate “zoonosi emergenti” in
Europa e in Italia (dove sono oramai presenti in forma endemica da piu 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 USUYV, i membri della famiglia Passeriformes (pas-
seri domestici, corvidi e merli in particolare) vengono identificati quali ospiti aviari pit
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 1’infezione a se-
guito della puntura di zanzare infette. Tali ospiti non raggiungono pero 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 cid, la WND rappresenta un pericolo concreto
per la salute pubblica vista la capacita 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 patogenicita e letalita per alcune specie di
uccelli selvatici, ma raramente causa gravi patologie nell’'uomo, determinando per lo
piu infezioni asintomatiche (Bowen et al., 2007; Nikolay, 2015; Zannoli et al., 2019).
Tuttavia, sempre piu 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 ¢ 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, ¢ 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 ¢ 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 difficolta, 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’Universita degli Studi di Milano. In questa sede
¢ 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 1ndagato sono
stati quindi campionati il cervello, la trachea, i polmoni, il cuore, la milza, i reni e
I’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) ¢ stata indagata dai pool di organi campionati,
dopo omogeneizzazione degli stessi, mediante analisi molecolari.

In particolare per I’identificazione dell’ AIV ¢ 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 1’assenza di Influenzavirus tipo A nel pool tissutale
analizzato; in caso di positivita, ¢ 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 HS e H7 (Slomka
et al., 2007; Slomka et al., 2009). I campioni risultati positivi per HS/H7 sono stati
inviati al’EURL AI/ND, presso 1’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
(IZSVe), avente il compito di tipizzare e caratterizzare i ceppi isolati.

Per I’isolamento di West Nile virus e USUTU virus, la metodica diagnostica impie-
gata ¢ stata la PCR-Real Time (Del Amo et al., 2013), cosi 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 1’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 ¢ 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 mortalita negli uccelli
selvatici’, predisposta per I’accompagnamento di campioni prelevati nell’ambito delle
attivita 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 i’:ealacrocoraci— 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 1’ordine tassonomico, il nome comune, la specie e la fa-
miglia di appartenenza. Viene altresi 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 1 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 positivita nei suddetti esemplari sono state registrate nei mesi di febbraio 2023
e Marzo 2023 (Tabella 2).

DATA SPECIE POSITIVE VIRUS FAMIGLIA | ORDINE PROVINCIA
PRELIEVO DI RITROVA-
MENTO
feb-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
feb-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
mar-23 Columba palumbus H5N1 HPAI clade | Columbi- | Columbiformes VA
(colombaccio) 2.3.4.4b dae
mar-23 Chroicocephalus ridibundus HS5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiamo comune) 2.3.4.4b
mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
mar-23 Chroicocephalus ridibundus HSN1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b
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mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Chroicocephalus ridibundus HS5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Chroicocephalus ridibundus HS5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MB
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Chroicocephalus ridibundus H5N1 HPAI clade | Laridae Charadriiformes | MI
(gabbiano comune) 2.3.4.4b

mar-23 Coturnix coturnix H5N1 HPAI clade | Phasiani- | Galliformes MB
(quaglia) 2.34.4b dae

Tabella 2. Positivita 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 positivita ¢ stata riconosciuta, la famiglia e 1’ordine
tassonomico, il luogo di ritrovamento dell’esemplare portato al C.R.A.S. ¢ 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 positivita per I’ Influenzavirus tipo A, la prevalenza della
malattia, nel campione indagato, ¢ risultata essere dell’1,85% (15/811).
Valutando la prevalenza di Al 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 ¢ risultata del 46%. Per quanto concerne gli esemplari
appartenenti all’Ordine Columbiformes, su 118 soggetti esaminati nel periodo con-
siderato un solo animale ¢ risultato positivo, con quindi prevalenza del virus dello
0,85%. La positivita nei confronti dell’influenzavirus A ¢ 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 ¢ 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 USUYV, 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 SPECIE POSITIVE VIRUS FAMIGLIA ORDINE PROVINCIA DI RITRO-

PRELIEVO VAMENTO

lug-23 Astore WNV-L2 Accipitridae | Accipitriformes | CO
(Accipiter gentilis)

lug-23 Cornacchia grigia WNV-L2 Corvidae Passeriformes | MI
(Corvus corone cornix)

lug-23 Cornacchia grigia WNV-L2 + | Corvidae Passeriformes | MI
(Corvus corone cornix) | USUV

lug-23 Cornacchia grigia WNV-L2 + | Corvidae Passeriformes | MI
(Corvus corone cornix) | USUV

lug-23 Gazza WNV-L2 + | Corvidae Passeriformes | MI
(Pica pica) USuv

lug-23 Merlo WNV- L2 + | Turdidae Passeriformes | VA
(Turdus merola) USuv

lug-23 Poiana WNV- L2 + | Accipitridae | Accipitriformes | VA
(Buteo buteo) UsSuv

ago-23 Astore WNV-L2 Accipitridae | Accipitriformes | M1
(Accipiter gentilis)

ago-23 Astore WNV-L2 Accipitridae | Accipitriformes | CO
(Accipiter gentilis)

ago-23 Cardellino WNV-L2 Fringillidae | Passeriformes | Ml
(Carduelis carduelis)

ago-23 Cornacchia grigia WNV-L2 + | Corvidae Passeriformes | M1
(Corvus corone cornix) | USUV

ago-23 Cornacchia grigia WNV-12 Corvidae Passeriformes | MI
(Corvus corone cornix)

ago-23 Gazza WNV-L2 Corvidae Passeriformes | MI
(Pica pica)

ago-23 Gheppio WNV-L2 Falconidae | Falconiformes | VA
(Falco tinnunculus)

ago-23 Gheppio WNV-L1 Falconidae | Falconiformes | VA
(Falco tinnunculus)

ago-23 Gheppio WNV-L2 + | Falconidae | Falconiformes | CO
(Falco tinnunculus) Usuv

ago-23 Merlo USuv Turdidae Passeriformes | MB
(Turdus merola)

ago-23 Merlo WNV- L2 + | Turdidae Passeriformes | MI
(Turdus merola) Usuv

ago-23 Merlo WNV-L2 + | Turdidae Passeriformes | M1
(Turdus merola) Usuv

ago-23 Rondone alpino WNV-L2 + | Apodidae Apodiformes CcO
(Tachymarptis melba) | USUV
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set-23 Astore WNV-L2 Accipitridae | Accipitriformes | CO
(Accipiter gentilis)

set-23 Colombaccio WNV-L2 + | Columbidae | Columbiformes | MI
(Columba palumbus) USuv

set-23 Cornacchia grigia WNV-L2 Corvidae Passeriformes | VA
(Corvus corone cornix)

set-23 Cornacchia grigia WNV-L2 Corvidae Passeriformes | VA
(Corvus corone cornix)

set-23 Cornacchia grigia WNV-L2 Corvidae Passeriformes | VA
(Corvus corone cornix)

set-23 Gazza WNV-L2 Corvidae Passeriformes | VA
(Pica pica)

set-23 Gheppio WNV-L2 Falconidae | Falconiformes | MI
(Falco tinnunculus)

set-23 Gheppio WNV-L2 Falconidae | Falconiformes | Ml
(Falco tinnunculus)

set-23 Rondone alpino WNV-L2 Apodidae Apodiformes MI
(Tachymarptis melba)

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 positivita ¢ stata riconosciuta, I’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 USUYV, la prevalenza di WNV nel campione ¢ 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 ¢ dell’1,4% (11/811).

In riferimento solo a WNV, considerando sia il /ineage 1 che il lineage 2, I’Ordine
Passeriformes presenta il piu alto numero di positivita (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 piu alta (28,6%), con 4 animali positivi su un totale di 14 soggetti campionati nel
2023. In tale Ordine, la famiglia piu rappresentata, considerando le positivita registra-
te, ¢ la famiglia Corvidae. Nei Falconiformes la prevalenza di WNV ¢ risultata essere
del 14,8% (4 soggetti positivi su 27 campionati); seguono 1’Ordine Passeriformes, con
una prevalenza del 2% (8/398) e I’Ordine Apodiformes, con una prevalenza dell’1,58%
(1/63). Nel dettaglio, sul totale delle positivita registrate per WNV, la Real Time RT-
PCR ha permesso di identificare il genoma del /ineage 1 in un solo esemplare di Falco
tinnunculus nel mese di Agosto 2023. Tutte gli altri casi di positivita hanno interessato
WNV lineage 2.

Per quanto concerne USUYV, a fronte dell’unico registrato in un esemplare di Turdus
merola (merlo), la prevalenza del virus nell’Ordine Passeriformes ¢ 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 piu alto di positivita (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

1l presente studio evidenzia come, durante 1’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 I’Influenza Aviaria, nel periodo considerato la prevalenza della
malattia nel campione indagato ¢ 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’Universita degli Studi di Milano, in collaborazione con I’Istituto
Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna e con il contri-
buto del C.R.A.S. di Vanzago, e nessuna positivita a virus influenzali A era mai stata
riscontrata.

Le 15 positivita registrate nei mesi di febbraio e marzo sono state tutte ricondotte
al sottotipo HSN1 HPAI, clade 2.3.4.4b. Sul totale appena definito, 13 riguardavano
esemplari della specie Chroicocephalus ridibundus provenienti dalle Province di Mi-
lano, Varese € 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 HSN1 HPALI, clade 2.3.4.4b, negli uccelli marini (EFSA,
2023; EFSAetal., 2023b; EFSA et al., 2023c¢). In considerazione del fatto che il nume-
ro di gabbiani presenti nel nostro Paese ¢ 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 densita degli allevamenti avicoli risulta essere
elevata, il rischio di trasmissione dell’influenzavirus A alle specie avicole di interesse
produttivo non ¢ trascurabile. Tale considerazione risulta particolarmente pertinente
se fatta con riferimento alla situazione osservabile nei mesi primaverili quando, negli
stormi, € 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 1’importanza, nell’attuare
piani di sorveglianza integrata, della collaborazione tra diversi partner, tra i quali un
ruolo chiave ¢ 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 1’indagine epide-
miologica a specie non ancora inserite nell’elenco ufficiale europeo valido al 2023
(EFSAetal., 2017).

In riferimento a cio, 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 HS 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) ’attenzione al fine di
costruire un sistema di allerta precoce per I’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 ¢ Falco peregrinus, per tutte le altre specie non sarebbe stato possibile effettuare
un’indagine virologica senza la collaborazione del C.R.A.S.

Positivita al virus influenzale A HSN1 HPALI 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, I’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. | casi di infezione naturale degli esemplari a vita libera sono stati infatti rara-
mente documentati e, oltre a ci0, anche a fronte di infezioni sperimentali in laboratorio
gli animali appartenenti a quest’ordine hanno dimostrato una bassa sensibilita 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 Al aggiorna-
ta al 2024 (Reinartz et al., 2024).

In riferimento a West Nile disease e USUTU disease, la maggior parte delle positivita
registrate nel presente studio hanno interessato WNYV, con 1 solo caso di infezione da
USUYV documentato.

11 virus della West Nile ¢ uno dei flavivirus trasmessi da zanzare piu diffusi al mondo,
attualmente diffuso in Africa, Asia occidentale, Europa, Australia e America (Dauphin
et al., 2004; Weissenbdck et al., 2010). Isolato per la prima volta in Uganda nel 1937,
nell’agosto del 1999 ¢ 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 ¢
attualmente endemico nell’Europa centrale e sud-orientale (Weissenbock et al., 2010),
con ceppi circolanti appartenenti ai lineage 1 e 2, riconosciuti quali responsabili delle
piu gravi epidemie nell’uomo (Zannoli et al., 2019). In Italia, a partire dal 2014 si ¢ 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 ¢ stata osservata per la prima volta in Europa nel 2001,
causando una significativa mortalita tra le popolazioni di uccelli in Austria (Weis-
senbock et al., 2002), sebbene probabilmente il virus fosse presente in Europa dal 1996
o prima. Successivamente, I’'USUV si ¢ diffuso in tutta Europa, causando mortalita
nell’avifauna e, sebbene raramente, alcuni casi neurologici negli esseri umani (CI¢ 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 Larldae) Accipitriformes,
Falconiformes e Strigiformes quelli comprendenti le specie maggiormente sensibi-
li a WNV e USUV (Jourdain et al., 2007a; McLean et al., 2002; Pérez-Ramirez et
al., 2014). Nel presente studio, le 17 positivité 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 ¢ stato riconosciuto 1unico caso di positivita per tale virus.
Per quanto tutte le specie elencate siano riconosciute come particolarmente sensibili a
WNV, con nota particolare alla famiglia dei Corvidi, I’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 I’infezione anche a fronte dell’ingestione di animali vi-
remici, morti o predati (Komar et al., 2003; Pérez-Ramirez et al., 2014). A fronte di
questa considerazione, siccome i livelli di viremia negli uccelli non variano in dipen-
denza delle due modalita di infezione (Komar et al., 2003), e siccome il presente studio
non ha visto ’utilizzo di una g-PCR, tale aspetto non puo pero essere approfondito
ulteriormente.
Anche il dato relativo al fatto che 15 delle positivita per WNV su 17 totali sono state ri-
conosciute in esemplari di merlo comune (7urdus 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 ¢ infatti documentata e la diminuzione del numero di merli nel
territorio, risultato della migrazione o dell’eccessiva antropizzazione dell’areale consi-
derato, ¢ 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, cosi 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-
Ramirez et al., 2014).
Interessanti sono anche le positivita 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 gia stati segnalati, sebbene non cosi frequentemente in funzione del fatto che
per WNV e USUV vi ¢é cross-reattivita anticorpale (Aberle et al., 2018; Kdorsten
et al., 2023; Nikolay, 2015; Santos et al., 2022; Zannoli et al., 2019). Consideran-
do cio, 1 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 necessita di realizzare studi piu 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 ¢ pit 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 mortalita di massa (Verhagen et
al., 2021). Se fino al 2009 I’Al era principalmente sostenuta dal sottotipo HSN1,
clade 2.2, dal 2014 in poi la maggior parte dei focolai a livello europeo ¢ il risul-
tato di infezioni sostenute da virus HPAI HS5N1 clade 2.3.4.4b, lignaggio ormai
predominante a livello globale avente spiccati caratteri di patogenicita, 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 pero distribuito su una piu 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 I’aumento nell’incidenza e nel-
la gravita dei sintomi, WND e USUTU devono essere considerate serie minacce
emergenti per la salute umana (Nikolay, 2015).

Al fine di prevenire 1’insorgenza di focolai di Influenza Aviaria, West Nile Dise-
ase ¢ USUTU negli animali di interesse zootecnico, negli animali d’affezione e
nell’uomo, € 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).

59



Nonostante il monitoraggio passivo, adottato nella presente indagine, presenti limiti e
criticita intrinseci, quali la lunghezza dell’iter procedurale e la possibile eterogeneita
del campione a causa della differente numerosita e distribuzione delle specie aviarie
sul territorio (Poulson et al., 2020; Rose et al., 2006), le informazioni ricavabili tramite
I’applicazione dello stesso sono di utilita 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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