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PREFAZIONE 

Legnaro (PD), 18 giugno 2026

È con particolare soddisfazione che presento gli Atti del 65° Convegno Annuale 
della Società Italiana di Patologia Aviare, svoltosi a Verona il 15 maggio 2026, 
dedicato al tema “Dall’incubatoio al territorio: innovazione e gestione nel controllo 
delle patologie in ambito avicolo” e dell’11° Simposio Scientifico, che si svolgerà 
a Ozzano dell’Emilia (BO).
Il grande successo dell’evento di Verona, testimoniato dalla numerosa partecipazione 
dei soci e degli operatori del settore, rappresenta un segnale estremamente positivo 
per la nostra Società. Una presenza così ampia e partecipe non si registrava da 
tempo e conferma il forte interesse verso le attività scientifiche della SIPA e il 
ruolo centrale che la nostra Società continua a svolgere quale luogo di incontro e 
confronto tra ricerca, diagnostica e professione.
Il programma scientifico ha affrontato temi di grande attualità per il comparto 
avicolo. La giornata si è aperta con l’intervento del Dott. Tolga Erkus, che ha illustrato 
un approccio sistematico alla risoluzione delle problematiche dell’incubatoio, 
richiamando l’attenzione sull’importanza di avviare ogni ciclo produttivo con un 
pulcino sano. Il ruolo dell’incubatoio rappresenta infatti il primo fondamentale 
presidio sanitario della filiera e costituisce la base per garantire benessere animale, 
sostenibilità produttiva e riduzione del rischio di malattia.
Particolare attenzione è stata poi dedicata alla laringotracheite infettiva aviare, 
tema affrontato dal Dott. Alessio Bortolami, che ha presentato gli aggiornamenti 
relativi alla malattia e all’epidemiologia dei ceppi circolanti in Italia. A seguire, il 
dott. Luigi Gavazzi e il dott. Salvatore Catania hanno illustrato l’esperienza del 
Gruppo Tecnico ILT, evidenziando come la gestione coordinata delle patologie 
di territorio rappresenti uno strumento essenziale per il controllo efficace delle 
malattie infettive nel settore avicolo.
Di grande interesse è stato inoltre l’aggiornamento dedicato all’influenza aviaria 
ad alta patogenicità (HPAI). Il Dott. Calogero Terregino ha fornito una panoramica 
sulla situazione epidemiologica attuale e ha illustrato ai partecipanti un quadro 
chiaro delle strategie che il nostro Paese sta adottando per affrontare una delle più 
importanti sfide sanitarie del comparto avicolo degli ultimi anni. 
La sessione conclusiva, presentata dalla Dott.ssa Laura Fiorentini, è stata dedicata 
al tema dell’appropriatezza diagnostica in patologia aviare e all’integrazione dei 
Percorsi Diagnostici Appropriati (PDA) nella rete degli Istituti Zooprofilattici 
Sperimentali. L’argomento ha evidenziato come l’evoluzione delle conoscenze e 
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Dall’incubatoio al territorio: 
innovazione e gestione nel controllo 

delle patologie in ambito avicolo

delle tecniche diagnostiche richieda percorsi sempre più condivisi, armonizzati ed 
efficienti, a supporto della sanità animale e della competitività del settore. 
Questo convegno rappresenta inoltre un importante momento di avvicinamento 
al Simposio Scientifico SIPA, che si terrà prossimamente a Ozzano dell’Emilia 
(BO), sede universitaria storicamente legata allo sviluppo della patologia aviare 
italiana. L’evento vedrà la partecipazione di numerosi gruppi di ricerca nazionali 
con oltre venti contributi scientifici e offrirà un’importante occasione di confronto 
sulle più recenti acquisizioni della ricerca nel settore. L’elevato numero di relazioni 
presentate e la varietà dei temi affrontati testimoniano la vitalità della nostra Società 
e la qualità scientifica delle realtà di ricerca che operano sul territorio nazionale.
La SIPA continua dunque a rappresentare un punto di riferimento per il dialogo tra 
ricerca, diagnostica e pratica professionale. La vitalità dei gruppi di ricerca presenti 
sul territorio, la partecipazione crescente dei soci e la capacità di affrontare temi di 
interesse strategico per la filiera avicola costituiscono elementi di grande fiducia 
per il futuro della nostra Società.
Desidero ringraziare tutti i relatori, gli organizzatori, gli sponsor e i partecipanti 
che hanno contribuito al successo degli eventi. Un ringraziamento particolare va ai 
soci SIPA, il cui entusiasmo e coinvolgimento rappresentano la risorsa più preziosa 
per la crescita della nostra comunità scientifica.

Prof. Mattia Cecchinato
Presidente SIPA - Società Italiana di Patologia Aviare
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La gestione della Laringotracheite Infettiva (ILT) nell’avicoltura nazionale impone oggi un 
profondo cambio di prospettiva, segnando il passaggio definitivo da una logica di intervento 
puramente emergenziale a una visione strategica e lungimirante di controllo del territorio. 
L’analisi accurata dei focolai e dei dati epidemiologici accumulati negli ultimi anni condu-
ce a una prima conclusione: la malattia, sia nelle sue espressioni cliniche che dal punto di 
vista della sensibilità e dell’efficacia degli strumenti diagnostici operativi nei laboratori, è 
rimasta sostanzialmente immutata nel tempo. La persistenza del virus e la sua distribuzione 
geografica non sono quindi imputabili a variazioni antigeniche dell’agente eziologico o a 
sistemi tecnici di rilevamento inadeguati, bensì possono essere correlate in modo diretto ai 
nostri comportamenti e alle condotte gestionali ed umane, che non sempre si sono dimostrate 
all’altezza della sfida biologica ed epidemiologica attuale nelle condizioni di densità avicola 
nelle zone interessate. Nonostante la sintomatologia acuta tipica – caratterizzata da rantoli, 
forte abbattimento, scolo nasale e dalle caratteristiche lesioni necrotico-emorragiche a livello 
di laringe e trachea – e le misure manageriali di contenimento siano ampiamente conosciute 
dalla comunità scientifica e veterinaria, la reale differenza nell’arrestare il contagio risiede 
nella costanza e nella capillarità con cui vengono applicate le procedure. Elementi cruciali 
quali la gestione della pollina (da trattare termicamente in capannone chiuso a 38°C per 48 
ore), il rispetto rigoroso del vuoto sanitario fino a 21 giorni, il carico controllato al macello, 
l’utilizzo di personale aziendale protetto rispetto a ditte esterne non verificate e il monitorag-
gio stringente di vettori indiretti come i camion da trasporto rappresentano la reale barriera 
contro la diffusione virale. Quando queste misure vengono applicate solo parzialmente o 
in modo atomizzato, il virus trova inevitabilmente spazio per circolare. Per tale motivo, si 
rende assolutamente necessaria una radicale revisione dell’approccio strategico attraverso 
una maggiore e concreta aggregazione tra tutti i differenti attori del comparto: le aziende 
produttrici, i veterinari aziendali, le Unità Sanitarie Locali (USL), i laboratori diagnostici e 
il mondo scientifico universitario e degli Istituti Zooprofilattici. Questo fronte comune deve 
poggiare su una base dati epidemiologica comune e armonizzata, uno strumento indispen-
sabile per superare le asimmetrie informative, garantire la massima trasparenza e agire tem-
pestivamente alla comparsa dei primi segnali epidemiologici. Questa transizione verso una 
cooperazione estesa trova una sua perfetta evoluzione concettuale in una visione del tessuto 
avicolo produttivo allargata, dove l’attenzione si sposta sul territorio inteso non più come 
una sommatoria di singole aziende separate, bensì come un vero e proprio “Macrorganismo”. 
Si tratta di un principio cardine fortemente richiamato anche dall’Animal Health Law euro-
peo, il quale sancisce che una gestione ottimale della sanità animale può essere conseguita 
soltanto attraverso la cooperazione inclusiva, chiara e trasparente tra i detentori di animali, 
gli operatori e i veterinari. In questo contesto sistemico si esprime al meglio la parte di inte-
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grazione del Gruppo Tecnico specialistico, la cui operatività potrebbe essere formalizzata e 
istituzionalizzata come parte integrante della nostra Società Scientifica. Pratiche logistiche, 
flussi di trasporto, tempistiche dei vuoti sanitari a livello di comprensorio e la gestione del 
ricircolo di materiali o della pollina tra strutture diverse sono dinamiche che, se lasciate prive 
di una regia tecnica complessiva, possono favorire in modo determinante la diffusione virale 
a livello inter-aziendale. Compito del Gruppo Tecnico diventa quindi quello di mappare e 
valutare questi fattori di rischio, coinvolgendo capillarmente ogni portatore d’interesse della 
filiera avicola per eliminare le zone d’ombra ed eventualmente stilare documenti tecnici di 
indirizzo per la prevenzione e la gestione rapida delle crisi epidemiche. Come ammonisce 
l’esperienza sul campo, dopo un’epidemia ne arriva inevitabilmente sempre un’altra se non si 
sanano le falle strutturali e comportamentali del sistema; la risposta strategica risiede perciò 
nella capacità di fare sistema all’interno del Macrorganismo territoriale, ricordando che se 
si vuole andare veloci si può correre da soli, ma se si vuole andare lontano è indispensabile 
camminare insieme.
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Summary
A coordinated multi-institutional framework involving ten Italian Experimental Zoo-
prophylactic Institutes was established to develop and harmonize Appropriate Diagnostic 
Pathways (ADPs) for poultry diseases, with particular focus on respiratory syndromes in 
chickens and turkeys. The methodology was based on a structured, consensus-driven ap-
proach integrating diagnostic workflow mapping, analytical test harmonization, and stan-
dardized data codification to ensure interoperability across laboratories. ADPs were designed 
to combine clinical, epidemiological, and anamnestic variables, enabling etiological stratifi-
cation across viral, bacterial, mycotic, and parasitic agents. A two-tier diagnostic priority sys-
tem was implemented to distinguish mandatory from conditional investigations, optimizing 
resource allocation according to pre-test probability and epidemiological risk. Risk stratifica-
tion was further refined through the incorporation of mortality thresholds, seasonal patterns, 
and completeness of anamnestic data. Species-specific ADPs were developed to account for 
differences in host susceptibility, sampling matrices, and diagnostic sensitivity. The result-
ing protocols define adaptive testing panels under low- and high-risk scenarios, ensuring 
both broad-spectrum surveillance and targeted detection of high-impact pathogens, including 
those of relevance for transboundary diseases. From a public health perspective, the imple-
mentation of harmonized ADPs supports improved management of zoonotic and economi-
cally relevant pathogens, reinforcing biosecurity measures and aligning with the One Health 
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approach. This model provides a scalable and transferable strategy for integrating diagnostic 
standardization, epidemiological intelligence, and veterinary public health objectives.

INTRODUZIONE
A partire dagli anni ’90, i progressi della medicina di laboratorio hanno trasformato pro-
fondamente la diagnostica in Sanità Animale, rendendo i laboratori della rete IIZZSS attori 
chiave sia in ambito clinico sia epidemiologico. Questo cambiamento è stato guidato dall’e-
voluzione dello scenario sanitario: comparsa di nuove patologie, riduzione di quelle tradi-
zionali, maggiore complessità dei quadri clinici, necessità di gestire emergenze epidemiche 
in contesti ad alta densità di allevamenti e sotto normative sempre più stringenti, oltre a una 
crescente richiesta di prestazioni. Se in passato tali sviluppi sono stati sostenuti da consistenti 
investimenti, oggi la disponibilità di risorse risulta limitata rispetto ai bisogni. Ne deriva la 
necessità di adottare anche in ambito veterinario il principio dell’appropriatezza diagnostica, 
intesa come uso efficace, mirato e sostenibile delle indagini, evitando richieste eccessive 
o poco utili, che possono aumentare i costi senza migliorare l’esito diagnostico. In questo 
contesto, la Evidence Based Practice rappresenta un riferimento fondamentale: le decisioni 
diagnostiche devono basarsi sull’integrazione tra esperienza professionale e migliori eviden-
ze scientifiche, senza sostituire ma valorizzando il ruolo del medico veterinario. Un supporto 
operativo è fornito da protocolli, linee guida e procedure standardizzate, strumenti utili per 
ridurre la variabilità decisionale, ottimizzare le risorse e migliorare la qualità degli interventi, 
anche in relazione alla gestione sanitaria degli allevamenti e all’uso responsabile degli anti-
biotici. Diventa quindi strategico sviluppare Percorsi Diagnostici Appropriati (PDA), costru-
iti attraverso il confronto tra diverse professionalità e finalizzati a rendere più efficiente e ar-
monico il sistema diagnostico. Tali percorsi permettono di adeguare la rete degli IIZZSS alle 
nuove esigenze legate alle malattie infettive, in coerenza con il quadro normativo vigente. In 
questo contesto, l’intento è quello di promuovere una maggiore uniformità operativa tra le 
diverse realtà territoriali, riducendo le possibili disomogeneità nei differenti approcci diagno-
stici. Parallelamente, si mira a rafforzare la capacità di individuazione precoce delle malattie 
attraverso l’adozione di percorsi sindromici strutturati, in grado di orientare sistematicamente 
il processo diagnostico. Questo approccio permette, inoltre, di valorizzare i dati di negatività 
verso agenti ritenuti rilevanti per la specifica sindrome, contribuendo così in modo efficace 
alle attività di sorveglianza passiva. Un ulteriore elemento centrale riguarda la valorizzazione 
del dato diagnostico, attraverso processi di digitalizzazione che ne consentano la disponibi-
lità in tempo reale su piattaforme dedicate. Ciò favorisce una più efficace integrazione tra il 
veterinario aziendale e il sistema dei laboratori ufficiali, contribuendo a rendere più efficiente 
e coordinata l’intera filiera diagnostica. L’attività descritta è stata avviata nell’ambito di un 
Progetto di Ricerca Strategica Ministeriale. Il progetto ha costituito il quadro operativo e 
metodologico che ha reso possibile lo sviluppo delle attività progettuali, quali:

•	 la definizione del quadro tecnico di riferimento, tramite l’identificazione delle prin-
cipali malattie divise per specie secondo la normativa UE e organizzando gruppi di 
lavoro con struttura coordinata; 

•	 l’armonizzazione dei metodi diagnostici e della terminologia, introducendo un lin-
guaggio condiviso e criteri uniformi di selezione dei test diagnostici; 

•	 sviluppo di Percorsi Diagnostici Appropriati (PDA); 
•	 digitalizzazione dei dati diagnostici mediante dashboard per il monitoraggio della cor-

retta applicazione dei protocolli definiti, dei flussi informativi con possibile integra-
zione in piattaforme nazionali; 

•	 validazione operativa dei PDA sul campo, attraverso la loro applicazione in condizio-
ni reali di allevamento per valutarne efficacia, applicabilità e sostenibilità diagnostica. 
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MATERIALI E METODI
La gestione del network progettuale, che ha coinvolto 10 Istituti Zooprofilattici, è stata as-
sicurata attraverso un sistema strutturato di coordinamento e comunicazione a distanza. Il 
coordinamento è stato garantito da un flusso continuo di aggiornamenti tra i responsabili 
dei gruppi e il coordinatore del progetto. La definizione dei Percorsi Diagnostici Appropriati 
(PDA) è stata organizzata secondo una sequenza operativa strutturata, articolata in più sot-
togruppi di lavoro con competenze specifiche. Un primo sottogruppo, dedicato agli aspet-
ti macroscopici e microscopici del processo diagnostico, ha definito il flusso decisionale, 
dall’accettazione del campione e raccolta dell’anamnesi fino alla formulazione dei diversi 
sospetti diagnostici. L’analisi ha considerato l’insieme dei possibili agenti eziologici (virali, 
batterici, micotici e parassitari). In questa fase sono stati formalizzati elementi chiave del 
percorso, tra cui il concetto di “matrice minima” (carcassa intera per i volatili) e l’importanza 
dell’anamnesi come requisito obbligatorio. Un secondo sottogruppo, dedicato alle metodiche 
analitiche e al thesaurus, ha lavorato all’armonizzazione dei test diagnostici per la ricerca dei 
patogeni, privilegiando la specificità delle metodiche disponibili, indipendentemente dal loro 
stato di validazione o accreditamento. Parallelamente, è stata costruita una codifica standar-
dizzata per la trasmissione dei dati e definita una modalità univoca di espressione dei risultati, 
funzionale all’integrazione nei sistemi informativi. I dati strutturati secondo i PDA sono stati 
convertiti in formati tabellari e successivamente armonizzati per lo sviluppo di dashboard 
operative, utili al monitoraggio delle attività riguardanti le diverse sezioni diagnostiche. L’at-
tività dei gruppi tecnici ha consentito la definizione di cinque nuovi Percorsi Diagnostici 
Appropriati (PDA). Tra questi rientrano i PDA dedicati alla sindrome respiratoria del pollo 
e del tacchino. La separazione del comparto avicolo in due distinti percorsi è stata introdotta 
per rispondere alle differenze tra le specie in termini di matrice campionaria e requisiti di 
sensibilità diagnostica. I due percorsi diagnostici definiscono in maniera strutturata i criteri 
di valutazione e gli approcci diagnostici impiegati per la gestione delle principali sindromi 
respiratorie nei polli e nei tacchini, con l’obiettivo di standardizzare l’inquadramento clini-
co-diagnostico e garantire l’omogeneità nell’interpretazione dei casi in relazione al contesto 
epidemiologico. Le condizioni cliniche sono classificate in due principali entità sindromiche: 
la sindrome respiratoria del pollo e la sindrome respiratoria del tacchino. Ciascuna di esse 
comprende un insieme eterogeneo di quadri clinici riconducibili a differenti agenti eziologi-
ci di natura virale, batterica, micotica e parassitaria. La definizione del sospetto eziologico 
viene effettuata mediante integrazione tra dati clinici, epidemiologici e anamnestici, con par-
ticolare attenzione alla dinamica di diffusione intra-gruppo e al livello di mortalità osservato.

Sistema di priorità diagnostica
All’interno delle procedure diagnostiche viene adottato un sistema di classificazione dell’obbliga-
torietà degli accertamenti articolato su due livelli di priorità, indicati convenzionalmente mediante 
asterischi. L’asterisco singolo (*) identifica gli agenti eziologici o le indagini diagnostiche da con-
siderarsi sempre obbligatori nell’iter standard, indipendentemente dal quadro clinico iniziale. Il 
doppio asterisco (**) segnala invece gli agenti o gli accertamenti da includere obbligatoriamente 
solo in presenza di specifici elementi clinici, epidemiologici o anamnestici che ne giustifichino il 
sospetto. In assenza di asterischi, le indagini sono da ritenersi facoltative. Questo sistema consen-
te di modulare il pannello diagnostico in base al rischio e alla probabilità pre-test, ottimizzando 
l’impiego delle risorse e migliorando l’appropriatezza dell’indagine eziologica.

Criteri epidemiologici di stratificazione del rischio
I PDA relativi alla sindrome respiratoria nel pollo e nel tacchino identificano due principali 
scenari epidemiologici:
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•	 uno scenario a bassa mortalità, corrispondente a un periodo non a rischio (aprile–ago-
sto), caratterizzato da una minore pressione infettiva e da una ridotta circolazione di 
specifici agenti virali ad andamento stagionale;

•	 uno scenario ad elevata mortalità e/o associato ad un periodo a rischio (settembre–
marzo) e/o ad un’anamnesi incompleta o assente, correlato ad una maggiore probabi-
lità di diffusione rapida di patogeni ad alta contagiosità e rilevante impatto clinico. 

Il periodo stagionale viene utilizzato come proxy epidemiologico della probabilità di circola-
zione virale e della pressione infettiva ambientale.

Anamnesi minima
La raccolta dell’anamnesi minima rappresenta un elemento cardine del processo diagnostico, 
in quanto consente la contestualizzazione epidemiologica del caso e l’interpretazione corretta 
del quadro clinico. Essa comprende:

• la registrazione del periodo di riferimento, coincidente con la data di conferimento del 
campione;
• la valutazione della mortalità in relazione alla dimensione del gruppo.

La mortalità viene interpretata secondo soglie differenziate:
• nei gruppi inferiori a 500 capi, è considerata significativa quando ≥10%;
• nei gruppi superiori a 500 capi si utilizza il tasso di mortalità giornaliero (TMG), ritenu-
to significativo quando ≥0,2%.

Ulteriori elementi anamnestici fondamentali includono:
• il luogo di provenienza degli animali;
• la descrizione dell’evento clinico;
• il numero di soggetti colpiti rispetto alla consistenza totale del gruppo;
• la data di insorgenza dei sintomi;
• la velocità di diffusione del quadro patologico;
• la descrizione dettagliata dei principali segni clinici osservati

RISULTATI
Sindrome respiratoria del pollo
La sindrome respiratoria del pollo rappresenta un complesso sindromico multifattoriale ca-
ratterizzato dalla presenza di segni clinici respiratori di varia intensità (starnuti, rantoli, di-
spnea, scolo nasale, congiuntivite), riconducibili a eziologie virali, batteriche, parassitarie o 
micotiche. L’inquadramento eziologico viene definito mediante un algoritmo decisionale che 
integra tre variabili principali: mortalità osservata, stagionalità epidemiologica e completez-
za anamnestica.

Pannello eziologico, scenario a bassa mortalità e periodo non a rischio (aprile–agosto)
In condizioni di bassa mortalità e periodo non a rischio, il pannello diagnostico viene mante-
nuto ampio e include le seguenti categorie eziologiche:
Eziologia virale

• Influenza aviaria ad alta patogenicità (HPAI) **
• Malattia di Newcastle **
• Laringotracheite infettiva
• Metapneumovirus aviare
• Bronchite infettiva

Eziologia batterica
• Colera aviare (Pasteurella multocida) *
• Escherichia coli *
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• Ornithobacterium rhinotracheale *
• Riemerella anatipestifer *
• Corizza infettiva (Avibacterium paragallinarum) *
• Mycoplasma gallisepticum **
• Mycoplasma synoviae
• Chlamydia spp.

Altra eziologia
• Parassitaria: Syngamus trachea
• Micotica: Aspergillus spp.

Pannello eziologico, scenario ad alta mortalità o rischio aumentato
In presenza di alta mortalità, periodo epidemiologico a rischio (settembre–marzo) e/o insuf-
ficienza anamnestica, il pannello viene razionalizzato e focalizzato sugli agenti a maggiore 
impatto epidemiologico e clinico:
Eziologia virale

• Influenza aviaria ad alta patogenicità (HPAI) *
• Malattia di Newcastle **
• Laringotracheite infettiva

Eziologia batterica (vedi Pannello eziologico, scenario a bassa mortalità e periodo non a rischio)

Sindrome respiratoria del tacchino
Analogamente alla specie pollo, la sindrome respiratoria del tacchino è caratterizzata da un 
complesso quadro clinico respiratorio multifattoriale, la cui espressione varia in funzione 
della pressione infettiva, della stagionalità e delle condizioni gestionali.
Pannello eziologico, scenario a bassa mortalità e periodo non a rischio (aprile–agosto)
Eziologia virale

• Influenza aviaria ad alta patogenicità (HPAI) **
• Malattia di Newcastle **
• Metapneumovirus aviare

Eziologia batterica
• Colera aviare (Pasteurella multocida) *
 • Escherichia coli *
• Ornithobacterium rhinotracheale *
• Riemerella anatipestifer *
• Mycoplasma gallisepticum **
• Mycoplasma synoviae
• Chlamydia spp.

Eziologia micotica
• Aspergillus spp.

Pannello eziologico, scenario ad alta mortalità o rischio aumentato
Eziologia virale

• Influenza aviaria ad alta patogenicità (HPAI) *
• Malattia di Newcastle **

Eziologia batterica (vedi Pannello eziologico, scenario a bassa mortalità e periodo non a rischio) 

CONCLUSIONI
I protocolli consentiranno l’adozione di un approccio diagnostico strutturato, gerarchico e 
adattativo, modulato in funzione del rischio epidemiologico, della mortalità osservata e della 
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qualità delle informazioni anamnestiche disponibili. Tale impostazione garantisce una valu-
tazione sistematica, armonica, riproducibile e coerente delle principali eziologie respiratorie 
aviarie. In questo modo si migliora l’accuratezza della diagnosi supportando in modo più 
efficace le decisioni sanitarie veterinarie su tutto il territorio nazionale, offrendo un servizio 
diagnostico aggiornato e adeguato all’evoluzione delle condizioni epidemiologiche. Un’im-
postazione di questo tipo, centrata principalmente sulla tutela della salute pubblica e sulla 
piena tracciabilità e trasparenza delle informazioni, consente di rafforzare la gestione vete-
rinaria dei territori a forte vocazione zootecnica, secondo i dettami del Regolamento (UE) 
2016/429. Ne deriva un sistema di controllo più preciso, puntuale ed efficace nelle diverse 
realtà territoriali nazionali, in grado di assicurare un adeguato supporto diagnostico sia alla 
produzione che all’Autorità Competente e nel contempo garantire sia la sicurezza delle pro-
duzioni alimentari sia la continuità degli scambi commerciali internazionali, secondo una 
visione integrata riconducibile al paradigma One Health.
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Summary
Infectious bronchitis virus (IBV) is one of the main pathogens affecting the poultry industry. 
Although it remains a daily challenge that causes clinical and economic problems in the 
poultry sector, the spread of the virus in Europe has decreased over the years thanks to vac-
cination, which remains the primary tool to control the virus in the field. The high antigenic 
variability of IBV makes it necessary to use combinations of vaccines based on different 
strains, whose compatibility and efficacy require careful evaluation.
The purpose of this study was to evaluate the kinetics of a Mass vaccine (GI-1) combined 
with three different 793B vaccines (GI-13), which is one of the most common combinations 
used. The study involved 60 broilers, divided into 3 groups (A, B, C) of 20 birds each, raised 
in separate rooms. Vaccination was administered on the first day of life by ocular route. Group 
A was vaccinated with Mass and V-173/11 strains, Group B with Mass and 1/96 strains, and 
Group C with Mass and 4/91 strains. Sampling was done at 8 different moments between day 
1 and day 22, collecting 20 oropharyngeal swabs and 20 cloacal swabs at each time. For each 
group, matrix and sampling time, the samples were divided into 2 pools and analyzed with 
molecular tests using real-time RT-PCR assays specific for the different vaccine strains. On 
day 22, blood was also collected from each animal, for a total of 60 sera, which were then 
tested with hemagglutination inhibition (HI) tests specific for Mass, 4/91, and QX.
Molecular analyses showed an early, long-lasting replication with high titres of both Mass 
and 793B strains in all 3 groups. The only exception was the absence of Mass replication in 
the cloaca, which proves that this strain mostly targets the respiratory system. In general, the 
results from the different groups were comparable, although group A showed kinetics with 
slightly more constant and higher titles.
The serology results confirmed that all vaccination protocols elicited a good seroconversion. 
The results were slightly lower in group B, partly because the 1/96 strain reacted less with 
the 4/91 antigen used in the HI test. Specific antibodies for QX were found in all 3 groups, 
confirming that heterologous protocols combining Mass and 793B are effective against this 
lineage. 
Based on these results, it is important to continuously study the kinetics of vaccine viruses 
used in the field, especially the combinations normally chosen in daily field routine. The 
study also shows full compatibility between the different 793B vaccines tested and Mass 
strains when they are given together at one day of age.

INTRODUZIONE
L’industria avicola rappresenta, al giorno d’oggi, uno dei settori zootecnici maggiormente 
produttivi a livello mondiale, nonostante la continua minaccia posta dalle malattie a carattere 
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infettivo, numerose delle quali presentano un’eziologia virale. Tra di esse, la bronchite infet-
tiva (IB) rappresenta una delle maggiori cause di perdita economica per l’avicoltura globale. 
Essa è causata dal virus della bronchite infettiva (IBV), appartenente al genere Gammaco-
ronavirus, la cui infezione è tipicamente associata ad una lieve o moderata sintomatologia 
respiratoria, scompensi riproduttivi, calo della produzione di uova e una possibile forma a 
carico dei reni causata da alcuni ceppi, tra i quali quelli appartenenti al lineage QX (GI-19), 
che attualmente rappresenta il principale lineage di campo circolante in Italia (1). La quasi 
totalità del comparto avicolo adotta quindi intensi protocolli di vaccinazione nei confronti di 
IBV nel tentativo di prevenire la patologia, ricorrendo principalmente all’utilizzo di vaccini 
vivi attenuati e consecutivamente la somministrazione di vaccini inattivati per il boosting 
immunitario nel caso di ovaiole e riproduttori (2).
Essendo un virus a RNA, IBV è caratterizzato da un tasso di mutazione elevato, che, in-
sieme ad una elevata propensione alla ricombinazione, causa l’emergere di nuove varianti 
genetiche, spesso caratterizzate da differenze in termini di patogenicità, tropismo tissutale, 
cross-protezione e distribuzione geografica (3). Questa variabilità ha profonde ripercussioni 
in termini di controllo, richiedendo una pianificazione accurata del protocollo vaccinale. Le 
due strategie dominanti prevedono una vaccinazione omologa, in cui gli animali vengono 
immunizzati con un ceppo vaccinale il più possibile simile al ceppo di campo circolante, o 
eterologa, che combina ceppi vaccinali antigenicamente distinti per ottenere uno spettro di 
protezione più ampio (4-10). Sebbene quest’ultimo approccio, basato sul concetto di protet-
totipo, risulti più standardizzato, la sua efficacia richiede che i vaccini utilizzati, specie se 
somministrati in contemporanea, risultino pienamente compatibili, non diminuendo la repli-
cazione dei singoli ceppi vaccinali e la conseguente immunizzazione.
Per questo motivo, il presente studio era finalizzato ad analizzare, attraverso un’indagine lon-
gitudinale svolta mediante tecniche molecolari e sierologiche, la cinetica di differenti vaccini 
basati su ceppi 793B (GI-13) contro IBV, quando co-somministrati con un vaccino Massa-
chusetts (GI-1) a un giorno di vita.

MATERIALI E METODI 
Lo studio di cinetica vaccinale è stato condotto in condizioni di campo in un allevamento 
commerciale su 3 gruppi (A, B, C) composti da 20 broiler ciascuno. Il gruppo A è stato 
immunizzato coi ceppi Mass e V-173/11, il gruppo B coi ceppi Mass e 1/96, il gruppo C 
coi ceppi Mass e 4/91. Tutti i 4 vaccini sono stati ricostituiti in acqua distillata in erogatori 
distinti e somministrati agli animali tramite goccia oculare. Il quantitativo di acqua è stato 
calcolato sulla base del numero di dosi fornite dai singoli flaconi di vaccino.
Lo studio ha avuto una durata totale di 22 giorni in cui il campionamento è stato eseguito 
longitudinalmente ai giorni 2, 4, 6, 9, 12, 15, 18, e 22, prelevando 20 tamponi orofaringei e 
20 tamponi cloacali per ciascun gruppo di animali. In aggiunta, al giorno 22 è stato effettuato 
un prelievo di sangue da ciascun animale, per un totale di 60 campioni di siero. 
Ciascuna tipologia di campioni prelevati in un dato gruppo e momento di campionamento 
è stata quindi suddivisa in 2 pool, per un totale di 48 pool di tamponi orofaringei e altret-
tanti pool di tamponi cloacali. Dopo l’estrazione degli acidi nucleici, ciascun pool è stato 
analizzato con test di qRT-PCR specifici per il ceppo vaccinale Mass e per i differenti ceppi 
vaccinali 793B (GI-13). Il valore di cycle threshold (Ct) considerato per ciascun momento di 
campionamento è stato ricavato tramite media dei valori ottenuti processando i due pool della 
medesima tipologia di tamponi.
I campioni di siero sono stati testati presso l’Istituto Zooprofilattico delle Venezie (Legnaro, 
Italia) con test di inibizione dell’emoagglutinazione (HI) per la ricerca degli anticorpi contro 
i ceppi Mass, 793B e QX.
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RISULTATI 
I risultati delle analisi molecolari eseguite sono mostrati in Figura 1. Tutti i pool di tamponi orofa-
ringei sono risultati positivi sia per il ceppo Mass che per il ceppo 793B somministrato nel rispet-
tivo gruppo. Per quanto riguarda i pool di tamponi cloacali, sono state riscontrare 4 negatività a 
ceppi 793B (3 nel gruppo B, 1 nel gruppo C), mentre solo 3 di essi sono risultati positivi per Mass.
Tutti i 3 ceppi appartenenti al genotipo 793B sono stati rilevati in modo comparabile nei 
rispettivi gruppi, raggiungendo il picco di replicazione entro il 6° giorno d’età e mostrando 
titoli più variabili a livello cloacale. Similmente, i titoli del vaccino Mass hanno mostrato una 
decrescita progressiva a livello respiratorio, rimanendo nulli nei tamponi cloacali ad eccetto 
di due ritrovamenti ad alti Ct al primo punto di campionamento nei gruppi A e C.

Figura 1. Cinetiche dei diversi ceppi vaccinali divisi per gruppo e tipologia di tamponi 
prelevata.

Per quanto riguarda i risultati della sierologia, i titoli HI nei confronti del ceppo Mass hanno 
mostrato nel gruppo A 20 positività (100%) con media geometrica (GMT) di 55,7; nel gruppo 
B 19 positività (95%) con GMT di 32,0; nel gruppo C 20 positività (100%) con GMT di 50,2. 
Nei confronti del ceppo 793B hanno mostrato nel gruppo A 20 positività (100%) con GMT di 
21,8; nel gruppo B 13 positività (65%) con GMT di 13,9; nel gruppo C 16 positività (80%) 
con GMT di 24,2. Nei confronti del ceppo QX hanno mostrato nel gruppo A 19 positività 
(95%) con GMT di 25,1; nel gruppo B 16 positività (80%) con GMT di 21,8; nel gruppo C 
18 positività (90%) con GMT di 30,9.
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Figura 2. Risultati dei test di inibizione dell’emagglutinazione specifici per Mass, 793B e QX.
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DISCUSSIONE
L’endemicità di IBV e la sua estrema variabilità genetica comportano sfide quotidiane in 
materia di strategie di controllo, che riguardano principalmente le proprietà immunologiche 
dei vaccini utilizzati e gli aspetti gestionali (11). Nel presente studio è stato indagato il primo 
di questi aspetti, studiando attraverso tecniche molecolari e sierologiche le dinamiche repli-
cative e la risposta immunitaria prodotta da diverse combinazioni di vaccini vivi attenuati 
somministrate contemporaneamente al primo giorno di vita.
Le indagini di biologia molecolare hanno permesso di dimostrare un’intensa replicazione dei 
ceppi vaccinali 793B, supportata dalle numerose identificazioni ottenute processando sia i 
tamponi orofaringei che quelli cloacali. Le occasionali negatività osservate in questi ultimi 
si possono forse spiegare con un’escrezione intermittente. Il ceppo Mass ha invece esibito 
una tendenza differente, con positività costanti e ad alti titoli a livello orofaringeo ma assenti 
a livello cloacale: questo risultato conferma quanto rilevato da Cook et al. (12) in merito al 
tropismo prevalentemente respiratorio di Mass, supportando un’assenza di replicazione a 
livello di tonsille cecali. Le cinetiche osservate erano caratterizzate da un raggiungimento 
precoce del picco di replicazione, una progressiva decrescita dei titoli virali e, nel caso dei 
ceppi 793B, una parziale risalita in corrispondenza dell’ultimo punto di campionamento. Si 
tratta in generale di titoli pienamente soddisfacenti, anche se probabilmente favoriti dalla 
somministrazione per goccia oculare, la quale rappresenta una scelta ottimale per garanti-
re una somministrazione individuale il più possibile standardizzata ma appare di difficile 
attuazione in condizioni di campo. Il ricorso alla somministrazione di massa tramite spray, 
più comunemente utilizzata in campo ma non attuata in questo studio per esigenze logi-
stiche (principalmente legate alla bassa numerosità dei gruppi e alla necessità di impedi-
re la cross-contaminazione tra diversi vaccini basati su 793B), sembra infatti determinare 
andamenti di replicazione differenti, con picchi più pronunciati e leggermente più tardivi, 
probabilmente motivati dalla somministrazione di minori quantità di virus vaccinale. Altre 
tendenze, come la maggiore capacità replicativa e persistenza dei ceppi 793B rispetto a Mass, 
appaiono invece confermate (11).
Sebbene le cinetiche osservate nei tre diversi gruppi siano risultate essenzialmente compara-
bili, il gruppo A, immunizzato con vaccini Mass e V-173/11, ha esibito trend di replicazione 
più costanti e caratterizzati da titoli mediamente più elevati per entrambi i ceppi sommini-
strati. I risultati della sierologia confermano anch’essi l’efficacia dei tre protocolli testati, 
sebbene il gruppo B (Mass + 1/96) esibisca percentuali di positività e titoli anticorpali minori 
rispetto agli altri due gruppi. Va tuttavia considerato come, mentre i ceppi 4/91 e V-173/11 
appaiono geneticamente affini, il virus vaccinale 1/96 è chiaramente distinguibile da essi, 
supportando una sua minore reattività nei confronti dell’antigene 4/91 usato nel test HI spe-
cifico per 793B. In generale, il rilievo più interessante è rappresentato dalle positività anticor-
pali nei confronti di QX, principale bersaglio dell’immunizzazione nel contesto italiano, che 
conferma la validità della combinazione eterologa tra ceppi Mass e 793B secondo il concetto 
di protettotipo (13, 14).

CONCLUSIONI 
Tutte e 3 le combinazioni vaccinali si sono dimostrate efficaci, a conferma della correttezza 
dei piani vaccinali eterologhi comunemente applicati e basati sulla combinazione dei lineage 
Mass e 793B. Di particolare interesse è la buona cross-protezione nei confronti di QX, line-
age ad oggi prevalente in Italia. Il monitoraggio della cinetica vaccinale, attraverso biologia 
molecolare e sierologia, si conferma un buon strumento di valutazione della replicazione dei 
virus vaccinali, dovendo però considerare le importanti differenze tra le diverse sedi di escre-
zione, l’esatta combinazione di vaccini e la tecnica di somministrazione.
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BOTULISMO DEL POLLAME: EVIDENZE RACCOLTE IN OLTRE 
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Summary
This study describes the trends in suspected and confirmed cases of avian botulism in farmed 
poultry diagnosed between 2009 and 2025 at the Diagnostic Laboratory of Treviso, Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie (IZSVe). The results demonstrate an increase in 
botulism cases in poultry, particularly in laying hens, meat turkeys, and broiler chickens. All 
cases were associated with the activity of neurotoxins produced by Group III Clostridium 
botulinum, with the mosaic C/D neurotoxin being the predominant toxin type identified.
Epidemiological investigations conducted on environmental samples identified risk factors 
associated with contamination of drinking water and bedding materials by botulinum spores. 
In addition, Dermanyssus gallinae (the poultry red mite) and flies were identified as poten-
tial contributors to the environmental persistence and amplification of C. botulinum within 
poultry production systems.
Rapid removal of carcasses, together with effective control of ectoparasites and flies, rep-
resents the most effective strategy for preventing and controlling avian botulism outbreaks. 

INTRODUZIONE
Il botulismo è una malattia neuroparalitica che colpisce l’uomo e gli animali ed è causata 
dall’azione della sostanza biologica più tossica conosciuta in natura: la neurotossina botuli-
nica (BoNT) (Gill, 1982). Questa malattia è considerata una patologia sporadica che, tra le 
specie allevate, interessa principalmente bovini e pollame.
Le neurotossine botuliniche sono classificate in sette sierotipi (o tipi), indicati con le lettere 
A, B, C, D, E, F e G. I sierotipi C e D, oltre a essere presenti nella loro forma pura, possono 
manifestarsi anche in forme mosaico CD o DC, a seconda che la componente antigenica 
prevalente sia quella del sierotipo C o del sierotipo D, rispettivamente (Peck et al., 2017).
Il botulismo è una malattia inclusa tra quelle elencate alla lettera “B” dell’allegato “I” della 
Direttiva 2003/99/CE, nota come “direttiva zoonosi”, tuttavia, le neurotossine e i ceppi di 
Clostridium che le producono, identificati nei focolai animali e umani, risultano nella quasi 
totalità dei casi profondamente differenti tra loro.
Il botulismo aviare è sostenuto quasi esclusivamente da neurotossine prodotte da clostridi 
appartenenti al gruppo III, riconducibili alla nuova geno-specie proposta Clostridium novyi 
sensu lato, che comprende al suo interno Clostridium novyi e Clostridium haemolyticum 
(Skarin et al., 2011). Sebbene siano le neurotossine di tipo C, D e i loro mosaici (soprattutto 
il mosaico CD) a essere più frequentemente coinvolte negli episodi di botulismo aviare, rari 
casi di botulismo E e un caso da tipo A sono stati documentati in letteratura anche negli uccel-
li. Al contrario, il botulismo umano è causato essenzialmente dai sierotipi A, B, E e F e solo 
nel 1972 è stato riportato l’unico caso europeo sostenuto da sierotipo C. 
Nel presente lavoro vengono riportati i risultati dell’attività diagnostica nel campo del botuli-
smo del pollame, condotti presso la Sezione di Treviso dell’IZS delle Venezie.
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MATERIALI E METODI
Definizione di “sospetto” e “caso”
I casi di botulismo nel pollame sono stati raccolti nel periodo compreso tra il 2009 e il 
2025.
È stato definito “caso” un episodio caratterizzato dal rilevamento della neurotossina bo-
tulinica nel siero oppure di clostridi produttori di tossina nell’intestino e/o nel fegato di 
soggetti deceduti appartenenti a gruppi di animali nei quali erano presenti individui con 
sintomatologia paralitica compatibile con botulismo (paralisi flaccida). Al contrario, viene 
definito “sospetto” un episodio di malattia del pollame con clinica e mortalità ascrivibili a 
botulismo, ma in cui gli accertamenti sopra-elencati hanno dato esito negativo.

Ricerca di neurotossine botuliniche
La ricerca di neurotossina botulinica da siero è stata eseguita mediante prova biologica 
(mouse test), considerata il test d’elezione per tale ricerca, condotta secondo la procedura 
del Centro di Referenza per il Botulismo presso l’Istituto Superiore di Sanità, che prevede 
l’impiego di antitossine sierotipo-specifiche fornite dal CDC di Atlanta (CNRB,
2023). Il campione è stato considerato positivo alla comparsa di sintomatologia neurolo-
gica compatibile con botulismo solo nei topini inoculati con il siero “tal quale” e non in 
quelli inoculati con i campioni trattati con antitossina.

Ricerca di Clostridi produttori di neurotossine botuliniche
La ricerca di Clostridi BoNT-produttori è stata condotta mediante real-time PCR specifica 
per geni codificanti neurotossine botuliniche, secondo quanto riportato in letteratura (Bano 
et al., 2015). Brevemente, un grammo di contenuto intestinale e di fegato sono stati intro-
dotti in 9 mL di Fortified Cooked Meat Medium (FCMM), sottoposto a shock termico a 71 
°C per 10 minuti e quindi incubato per 48 ore a 37 °C in condizioni d’anaerobiosi.
I brodi colturali sono quindi stati sottoposti a real-time PCR per i tipi A, B, E ed F e a mul-
tiplex PCR per i tipo C, D e le loro varianti mosaico C/D e D/C (CRNB, 2023b; Anniballi 
et al., 2013).

RISULTATI
Dal 2009 al 2025 sono stati diagnosticati presso la Sezione Diagnostica di Treviso 181 
episodi di botulismo del pollame, a fronte dei 341 sospettati. La diagnosi è stata ottenuta 
attraverso l’evidenziazione della neurotossina nel siero o di Clostridi produttori nell’inte-
stino e/o nel fegato di soggetti deceduti in gruppi di animali con individui che manifesta-
no sintomatologia paralitica riconducibile a botulismo. Dei 181 focolai diagnosticati, 136 
hanno interessato allevamenti da reddito e 45 rurali. Il grafico 1 riporta l’andamento dei 
casi sospettati e diagnosticati nel pollame, nell’arco temporale considerato (grafico 1).
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Grafico 1. Casi di botulismo del pollame confermati sui focolai sospettati dal 2009 al 2025.

Le specie aviari/indirizzi produttivi interessati dai focolai osservati nel comparto industriale, 
sono riassunti in Tabella 1. La maggior parte degli episodi è stata osservata nel pollo da carne 
(47%), seguito da gallina ovaiola (18%) e fagiano (11%) (Grafico 2).

Pollame C C/D D D/C C/D + 
D/C

TOT.

Broiler - 70 - - - 70

Ovaiola - 24 - - 2 26

Fagiano - 16 - - - 16

Tacchino - 14 - - - 14

Pernice rossa - 4 1 - - 5

Anatra - 4 - - - 4

Pollo riproduttore - 3 - - - 3

Quaglia - 1 - 2 - 3

Starna - 2 - - - 2

Coturnice - 1 - - - 1

Oca - 1 - - - 1

Tabella 1. Focolai diagnosticati nel pollame industriale suddiviso per specie e sierotipo 
implicato.
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DISCUSSIONE
Negli ultimi anni è stato osservato un incremento dell’incidenza del botulismo aviare, non più 
limitato alla selvaggina allevata ma sempre più frequentemente riscontrato anche nel comparto 
della gallina ovaiola, del tacchino da carne e del broiler (Grafico 2). Tale aumento potrebbe es-
sere attribuito, almeno in parte, alla maggiore disponibilità e diffusione di metodiche diagnosti-
che specialistiche presso gli Istituti Zooprofilattici Sperimentali (IIZZSS), che hanno consentito 
un miglioramento della capacità di rilevazione e conferma dei casi.
Tuttavia, non si può escludere il coinvolgimento di ulteriori fattori predisponenti, alcuni dei 
quali non ancora completamente identificati. Tra i fattori di rischio attualmente riconosciuti ri-
vestono particolare importanza l’impiego di materiali da lettiera e la somministrazione di acqua 
contaminati da spore di Clostridium botulinum gruppo III, che possono favorire la persistenza 
e la diffusione dell’agente eziologico all’interno degli allevamenti. Il ruolo di tali matrici come 
fonti di contaminazione è stato confermato da studi di epidemiologia molecolare, nei quali 
l’isolamento e la caratterizzazione dei ceppi coinvolti hanno consentito di dimostrare la corre-
lazione tra i microrganismi responsabili del focolaio e quelli rinvenuti nei campioni ambientali 
sospettati, quali lettiera e acqua (Bano et al., 2013; Fillo et al., 2021). Negli allevamenti di gal-
line ovaiole è stato recentemente dimostrato il ruolo di Dermanyssus gallinae quale potenziale 
serbatoio e vettore di Clostridium botulinum, contribuendo al mantenimento e alla diffusione 
dell’agente patogeno all’interno delle strutture produttive (Zandonà et al., 2025). Inoltre, in 
specie allevate in sistemi confinati, come la quaglia, è stato descritto un andamento epidemico 
della malattia associato alla diffusione del microrganismo da parte delle mosche, suggerendo 
che questi insetti possano rappresentare un efficace meccanismo di amplificazione della conta-
minazione ambientale anche in altre specie avicole (Palazzolo et al., 2023).
In presenza di un focolaio di botulismo aviare, la misura di controllo più efficace per limitare 
la propagazione della malattia all’interno del gruppo consiste nella tempestiva rimozione e cor-
retta eliminazione delle carcasse degli animali deceduti. Le carcasse, infatti, possono costituire 
una fonte diretta di intossicazione o tossinfezione per gli animali conviventi e rappresentano 
inoltre un substrato ottimale per lo sviluppo di larve di insetti necrofagi. Tali larve sono state 
identificate come vettori sia di neurotossine botuliniche sia di spore di C. botulinum, contri-
buendo in modo significativo al mantenimento e alla diffusione dell’infezione nell’ambiente di 
allevamento (Lee et al., 1962; Anza et al., 2014).

Coturnice - 1 - - - 1 
Oca - 1 - - - 1 

Tabella 1. Focolai diagnosticati nel pollame industriale suddiviso per specie e sierotipo implicato. 
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Nei volatili allevati per la produzione di carne e nella selvaggina da penna, oltre alla tempe-
stiva rimozione delle carcasse, si sono dimostrati efficaci interventi terapeutici basati sull’im-
piego di antimicrobici nei confronti dei quali i ceppi di Clostridium botulinum gruppo III 
risultano generalmente sensibili. In particolare, l’utilizzo di tetracicline e antibiotici β-lattam-
ici è stato associato a una riduzione della mortalità e della diffusione della malattia nei gruppi 
colpiti (Cordioli et al., 2024).
Nei contesti in cui il botulismo si manifesta in modo ricorrente e non sia possibile elimina-
re completamente la contaminazione ambientale, soprattutto a causa della persistenza delle 
spore nell’ambiente di allevamento, può essere presa in considerazione la profilassi vaccinale 
mediante l’impiego di vaccini stabulogeni. Tale approccio è adottato con una certa regolarità 
negli allevamenti di selvaggina da penna e, più raramente, nei gruppi di galline ovaiole, con 
l’obiettivo di ridurre l’impatto sanitario ed economico della malattia (Zandonà et al., 2025).

CONCLUSIONI
Il botulismo aviare rappresenta una patologia emergente nel settore avicolo, con un numero 
di casi in costante aumento negli ultimi anni per motivi non ancora completamente chiariti. 
I sierotipi di neurotossina coinvolti nei focolai osservati nel pollame allevato appartengono 
a Clostridium botulinum gruppo III e, nel nostro Paese, non sono mai stati associati a casi di 
botulismo umano; solo sporadiche segnalazioni sono state riportate in alcuni Paesi extraeu-
ropei.
Alla luce di tali evidenze, risulta fondamentale approfondire la conoscenza dei fattori di 
rischio ancora non identificati che favoriscono l’introduzione e la diffusione dell’infezione 
negli allevamenti. Parallelamente, è necessario adottare misure di prevenzione mirate a con-
tenere i fattori di rischio già noti, con particolare attenzione alla contaminazione da spore 
botuliniche dell’acqua di abbeverata e dei materiali impiegati per l’allestimento delle lettiere, 
riconosciuti come importanti fonti di introduzione e mantenimento dell’agente eziologico 
negli ambienti di allevamento.

BIBLIOGRAFIA
1.	 Anniballi, F., Auricchio, B., Woudstra, C., Fach, P., Fiore, A., Skarin, H., Bano, L., Se-

german, B., Knutsson, R., De Medici, D. (2013). Multiplex real-time PCR for detecting 
and typing Clostridium botulinum group III organisms and their mosaic variants. Biose-
curity and Bioterrorism, Suppl 1: S207-214.

2.	 Anza I, Vidal D and R Mateo. (2014). New insight in the epidemiology of avian botulism 
outbreaks: necrophagous flies as vectors of Clostridium botulinum type C/D. Environ-
mental Microbiology Reports, 6: 738-743.

3.	 Bano L, Drigo I, Tonon E, Agnoletti F, Giovanardi D and E Morandini. (2013). Rice 
hulls as a possible source of Clostridium botulinum type C spores for poultry. The Vete-
rinary Record, 173: 427.

4.	 Bano L, Drigo I, Tonon E, Berto G, Tavella A, Woudstra C, Capello K and F Agnoletti. 
(2015). Evidence for a natural humoral response in dairy cattle affected by persistent 
botulism sustained by non-chimeric type C strains. Anaerobe, 36: 25-29.

5.	 CNRB. 2023. Metodo Per La Ricerca Di Clostridi Produttori Di Tossine Botuliniche e 
Per La Ricerca Di Tossine Botuliniche (Metodo Colturale e Mouse Test) 30.013 rev 3 
del 20.01.2023. Https://www.iss.it /documents/20126/8159535/Metodo+CNRB30.013.
pdf/6481393f-dfbd-2dfc-fda1-7d814ee0c74d?t=1674468668175.

6.	 CRNB. 2023b. Metodo per la ricerca di Clostridi produttori di tossine botulini-
che mediante multiplex real-time PCR. 32.013 rev.3. https://www.iss.it/docu-
ments/20126/8159535/Metodo+CNRB31.013.pdf/d8911198-2857-2a85-4430-fe-



41

d9e64503cd?t=1674468738237
7.	 Cordioli B, Rizzardi A, Guolo A, Ferro T, Bacchin C, Garbuio M, Anniballi F, De Santis 

P, Koene M, Le Marechal C, Skarin H, Seyboldt C and L Bano. (2024). Antimicrobial 
susceptibility of Clostridium botulinum group III field strains isolated in Europe from 
animal outbreaks. Veterinary Microbiology, 298: 110281.

8.	 Fillo S, Giordani F, Tonon E, Drigo I, Anselmo A, Fortunato A, Lista F and L Bano. 
(2021). Extensive genome exploration of Clostridium botulinum group III field 
strains. Microorganisms, 9: 2347.

9.	 Gill DM. (1982). Bacterial toxins: a table of lethal amounts. Microbiological Reviews, 
46: 86-94.

10.	 Lee VH, Vadlamudi S and RP Hanson. (1962). Blow fly larvae as a source of botulinum 
toxin for game farm pheasants. The Journal of Wildlife Management, 26: 411-413.

11.	 Palazzolo L, Cordioli B, Camarda A, Cornaggia M, Di Castri A, Drigo I, Rizzardi A, 
Streparola G, Garbuio M, Viel L and L Bano. Epidemiological investigation in an out-
break of botulism occurred in commercial quails (Coturnix coturnix). Proceedings of the 
XXII WVPA Congress, Verona, September 4-8, 2023. P. 251.

12.	 Peck MW, Smith TJ, Anniballi F, Austin JW, Bano L, Bradshaw M, Cuervo P, Cheng 
LW, Derman Y, Dorner BG, Fisher A, Hill KK, Kalb SR, Korkeala H, Lindström M, Li-
sta F, Lúquez C, Mazuet C, Pirazzini M, Popoff MR, Rossetto O, Rummel A, Sesardic D, 
Singh BR and SC Stringer. (2017). Historical perspectives and guidelines for botulinum 
neurotoxin subtype nomenclature. Toxins, 9: 38.

13.	 Skarin H, Håfström T, Westerberg J and B Segerman. (2011). Clostridium botulinum 
group III: a group with dual identity shaped by plasmids, phages and mobile elements. 
BMC genomics, 12: 1-13.

14.	 Zandonà L, Garbuio M, Guolo A, Drigo I, Moschioni C, Harper V, Anniballi F, Scalfaro 
C, Taglieri S and L Bano. 2025. Ruolo di Dermanyssus gallinae nel mantenimento del 
botulismo aviare in gruppi di ovaiole commerciali. Atti della Società Italiana di Patolo-
gia Aviare, Napoli, 12-13 settembre. Pp. 261-265.

15.	 Zandonà L, Tonon E, Genovese S, Garbuio M, Harper V, Drigo I, Viel L and L Bano. 
Valutazione in campo dell’efficacia di un vaccino inattivato per la prevenzione del bo-
tulismo in gruppi commerciali di ovaiole. Atti della Società Italiana di Patologia Aviare, 
Napoli, 12-13 settembre. Pp. 266-270.



42

PROGETTARE LA SALUTE INTESTINALE PER RISULTATI 
PREVEDIBILI: BACILLUS VELEZENSIS PB6 E BUTIRRATO DI 
CALCIO INCAPSULATO A SUPPORTO DELLE PERFORMANCE 
ZOOTECNICHE NEI TACCHINI

Zalewska E.1, Czarniak P.1, Casiro S.2, Bukowska P.1

1Kemin Poland Sp. z o.o., ul. Puławska 303, 02-785 Warszawa, Poland
2Kemin Animal Nutrition and Health EMENA, Toekomstlaan 42, 2200 Herentals, Belgium

Summary
A commercial field trial conducted within a large turkey integration system in Poland eval-
uated the effect of a combined gut health strategy based on Bacillus velezensis PB6 and 
encapsulated calcium butyrate on turkey performance, intestinal stability, and economic out-
comes. The intervention improved feed efficiency, survivability, and total production output, 
translating into a clear financial advantage under commercial conditions. Microbiome anal-
ysis suggested functional optimization of the gut ecosystem rather than simple composition-
al shifts, supporting the concept of predictable zootechnical performance through targeted 
nutritional interventions.

INTRODUZIONE
L’ottimizzazione della salute intestinale rappresenta una sfida fondamentale nella moderna 
produzione del tacchino, soprattutto in condizioni commerciali caratterizzate da elevata pres-
sione microbiologica e da strategie alimentari intensive. Disbiosi e alterazioni dell’integrità 
intestinale sono associate a un ridotto assorbimento dei nutrienti, a una maggiore variabilità 
dei risultati produttivi e a un peggioramento delle performance zootecniche.
Queste criticità sono spesso correlate alla presenza di patogeni opportunisti, come Esche-
richia coli e Clostridium perfringens, che possono proliferare in condizioni di microbiota 
alterato. Le strategie nutrizionali preventive, mirate al mantenimento dell’equilibrio del mi-
crobiota e della funzionalità della barriera intestinale, stanno assumendo un ruolo sempre 
più rilevante nel garantire costanza delle performance ed efficienza produttiva nei sistemi di 
allevamento del tacchino a ciclo lungo.

MATERIALI E METODI
Disegno sperimentale
È stato condotto uno studio di campo in condizioni commerciali, confrontando due gruppi 
allevati in condizioni gestionali sovrapponibili:

•	 Gruppo sperimentale: dieta standard integrata con Bacillus velezensis PB6 ATCC 
PTA-6737, 500 g/t + acido butirrico incapsulato, 400 g/t

•	 Gruppo di controllo: dieta standard senza supplementazione
Entrambi i trattamenti sono stati applicati da 0 a 12 settimane di età.

•	 Valutazione delle performance: 3 capannoni per ciascun trattamento e 3 capannoni 
di controllo

•	 Analisi del microbioma: 1 capannone rappresentativo per il gruppo trattato e 1 ca-
pannone rappresentativo per il gruppo di controllo; campionamento a metà ciclo 
produttivo su contenuto cecale, con 8 animali per gruppo

•	 Parametri valutati: peso corporeo, indice di conversione alimentare (FCR), mortali-
tà, produzione totale e profilo del microbioma cecale
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RISULTATI
A metà ciclo produttivo, i tacchini trattati con la strategia combinata per la salute intestinale 
hanno mostrato un peso corporeo medio superiore rispetto al gruppo di controllo (6,26 kg 
vs 6,03 kg), indicando una traiettoria di crescita iniziale più favorevole. Al termine del ciclo 
produttivo, questo vantaggio iniziale si è tradotto in un miglioramento evidente delle perfor-
mance complessive. Il gruppo trattato ha evidenziato un indice di conversione alimentare in-
feriore (2,336 vs 2,403; Δ –0,066), associato a un incremento della produzione totale (+6.541 
kg) e a un maggior numero di capi avviati alla macellazione (+309).
La mortalità si è ridotta di 0,5 punti percentuali, mentre il peso corporeo finale è rimasto com-
parabile tra i gruppi. Ciò conferma che il miglioramento delle performance è stato determi-
nato principalmente da una maggiore efficienza alimentare e da una migliore sopravvivenza, 
più che da un aumento della crescita individuale.
L’analisi del microbioma ha evidenziato differenze marcate nella struttura delle comunità 
batteriche tra i gruppi. I soggetti trattati sono risultati caratterizzati da un arricchimento di 
Streptococcus spp. e Turicibacter, mentre il gruppo di controllo ha mostrato una maggiore 
abbondanza di Lactobacillus spp. e batteri filamentosi segmentati. Questi risultati indicano 
che la strategia nutrizionale adottata ha modulato il microbiota intestinale verso uno stato 
funzionalmente distinto, suggerendo che i miglioramenti delle performance siano associati a 
una modifica della funzionalità dell’ecosistema microbico, più che a un semplice spostamen-
to tra taxa batterici tradizionalmente considerati “benefici” o “dannosi”.

DISCUSSIONE
L’applicazione combinata di PB6 e butirrato incapsulato ha migliorato le performance zoo-
tecniche attraverso una maggiore efficienza di utilizzo dei nutrienti e un rafforzamento della 
robustezza complessiva del gruppo allevato. La riduzione dell’indice di conversione alimen-
tare (FCR) riflette una migliore conversione del mangime, mentre l’aumento della produzio-
ne totale e della sopravvivenza indica una maggiore resilienza del sistema produttivo. Tali 
benefici possono essere inoltre associati a un miglioramento dell’integrità intestinale, inclusa 
una riduzione della permeabilità e un rafforzamento della barriera intestinale, contribuendo 
ulteriormente all’assorbimento dei nutrienti e alla stabilità dello stato sanitario (1).
I risultati dell’analisi del microbioma suggeriscono che gli esiti produttivi siano più stretta-
mente correlati alle dinamiche funzionali dell’ecosistema microbico che alla sola presenza di 
taxa batterici tradizionalmente considerati benefici. Il butirrato ha verosimilmente contribui-
to al supporto dell’epitelio intestinale e alla modulazione dell’ambiente enterico, mentre PB6 
ha favorito il mantenimento dell’equilibrio microbico in condizioni di pressione patogena.
Le variazioni microbiche osservate, inclusa una maggiore presenza di Streptococcus spp., 
non sono state associate a effetti negativi sulla salute, indicando un processo di ristruttu-
razione adattativa del microbioma piuttosto che una condizione di disbiosi. È importante 
sottolineare che alcune popolazioni di Streptococcus possono contribuire a processi fermen-
tativi favorevoli e che una maggiore diversità e abbondanza di batteri commensali può favo-
rire l’occupazione delle nicchie ecologiche, limitando la proliferazione di varianti patogene 
in condizioni intestinali favorevoli. Questi risultati evidenziano l’importanza della sinergia 
ospite–microbioma nel supportare esiti produttivi stabili ed efficienti.

CONCLUSIONI
La combinazione di Bacillus velezensis PB6 e butirrato di calcio incapsulato ha migliorato 
l’efficienza alimentare, la produzione totale e la performance economica complessiva nella 
produzione commerciale del tacchino (Faulhaber, 2019; Adhikari et al., 2023). Questi risul-
tati dimostrano che strategie mirate alla salute intestinale possono migliorare gli esiti zoo-
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tecnici senza incrementare il peso corporeo finale, con la funzionalità del microbioma come 
fattore chiave alla base dei risultati osservati.
L’integrazione di approcci basati su probiotici e butirrato supporta una produzione più pre-
vedibile e robusta (Faulhaber, 2019; Adhikari et al., 2023), offrendo una soluzione pratica 
e scalabile per migliorare sia l’efficienza sia la redditività. In particolare, il miglioramento 
dell’indice di conversione alimentare (–0,0663) si è tradotto in una riduzione dei costi di 
circa 0,014 € per chilogrammo di peso vivo (≈0,06 PLN/kg), evidenziando un beneficio 
economico tangibile che diventa sempre più rilevante su scala commerciale, nonostante costi 
alimentari leggermente superiori nel gruppo trattato.
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Summary  
Egg Drop Syndrome 1976 (EDS-76), caused by Barthadenovirus galloanserae (also known 
as Duck Adenovirus 1 – DadV-1), is an emerging and increasingly widespread threat to the 
U.S. egg industry, leading to production of fragile, soft-shelled or shell-less eggs due to its 
damage to the oviduct. Control efforts are hindered by the lack of domestic viral isolates, 
forcing reliance on imported vaccines. In this study, DAdV-1 was successfully isolated and 
propagated from U.S. field samples using multiple substrates, with confirmation by qPCR, 
hemagglutination activity, electron microscopy, and whole genome sequencing. The isolate 
demonstrated sustained growth over multiple passages in duck embryonated eggs and vari-
ous commercial substrates. This represents the first successful isolation and propagation of 
EDSV from U.S. clinical samples and provides a critical foundation for developing vaccines, 
improving diagnostics, and advancing understanding of disease pathogenesis.

INTRODUZIONE  
La sindrome da caduta della ovodeposizione 1976 (Egg Drop Syndrome or EDS-76), cau-
sata da Barthadenovirus galloanserae (anche noto come Duck Adenovirus 1, DadV-1), rap-
presenta una minaccia emergente e una delle principali preoccupazioni economico-sanitarie 
per l’industria delle galline ovaiole e dei riproduttori Statunitensi (Benkő M et al., 2022; 
Hurst-Proctor S et al., 2024). Il virus colpisce la porzione dell’ovidotto che contribuisce a 
formare il guscio dell’uovo, causando la produzione di uova fragili con guscio molle o as-
sente (Hurst-Proctor S et al., 2024; McFerran JB, 1979). I primi focolai di EDS-76 sono stati 
diagnosticati in ovaiole in Pennsylvania nel 2018 e da allora, il virus si e’ diffuso a macchia 
d’olio in tutti gli stati confinanti ad alta produzione di uova. Recentemente, il primo focolaio 
di EDS-76 è stato diagnosticato in un allevamento commerciale di riproduttori di ovaiole in 
Iowa, le Stato con il piú alto numero di uova prodotte negli Stati Uniti (USDA-NASS, 2025).
Attualmente, i tentativi di isolamento e propagazione virale negli Stati Uniti non hanno avuto 
successo (USPOULTRY, 2026), costringendo i produttori a fare affidamento su vaccini im-
portati dall’Europa, con notevoli sfide logistiche e regolatorie. L’accesso ad isolati virali è es-
senziale per sviluppare vaccini autogeni e commerciali appropriati, validare i test diagnostici 
e studiare la patogenesi della malattia. Di conseguenza, il nostro lavoro mira a sviluppare 
e standardizzare un metodo efficace per isolare e propagare DadV-1 da campioni di campo 
statunitensi.

MATERIALI E METODI 
Omogenati ottenuti da gusci e membrane d’uovo, e tamponi cloacali provenienti da soggetti 
clinicamente affetti e positivi alla qPCR per la EDS-76 sono stati inoculati su diversi substrati 
(colture cellulari e specific pathogen-free (SPF) uova embrionate di pollo e anatra) e incubati 
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a 37°C per un massimo di 10 giorni. I substrati inoculati sono stati monitorati quotidiana-
mente e campionati ogni 48 ore. La microscopia elettronica diretta e’ stata effettuata su due 
campioni di isolati confermati positivi con la qPCR. Gli stessi isolati sono stati analizzati 
tramite Next Generation Sequencing sulla piattaforma Illumina MiSeq per ottenere il geno-
ma completo e confermare assenza di contaminazioni. L’analisi filogenetica delle sequenze 
e’ stata effettuata utilizzando un metodo di maximum likelihood su allineamenti MUSCLE. 

RISULTATI 
L’isolamento virale è stato confermato mediante osservazione dell’effetto citopatico in col-
ture cellulari, incremento delle copie genomiche rilevato tramite qPCR, evidenza di attività 
emoagglutinante e visualizzazione di particelle virali con morfologia compatibile con ade-
novirus in microscopia elettronica. Inoltre, il virus è stato propagato con successo in colture 
cellulari per oltre dieci passaggi consecutivi. Le analisi filogenetiche del genoma virale 
hanno evidenziato variazioni aminoacidiche nelle principali glicoproteine di superficie, fi-
ber ed hexon.

DISCUSSIONE 
Abbiamo isolato e caratterizzato con successo il virus dell’EDS-76 a partire da campioni 
di campo statunitensi, dimostrando inoltre una crescita stabile attraverso passaggi seriali. 
Attualmente, stiamo ottimizzando il protocollo per l’amplificazione su larga scala del virus, 
con l’obiettivo di sviluppare il primo vaccino di origine statunitense. La disponibilità di un 
vaccino basato su isolati americani è fondamentale non solo per superare le problematiche 
burocratiche legate all’importazione, ma anche per garantire una maggiore corrispondenza 
antigenica rispetto ai vaccini attualmente disponibili.

CONCLUSIONI
In conclusione, questo studio rappresenta il primo isolamento e la prima propagazione riusci-
ti di DadV-1 negli Stati Uniti, ponendo le basi per futuri sforzi di sviluppo vaccinale.
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Summary
Avian polyomavirus (APyV) is an important pathogen affecting several avian species, partic-
ularly belonging to order Psittaciformes. APyV causes severe disease and death in nestlings 
and young birds. By contrast, the infection is often subclinical in adult birds. APyV is trans-
mitted mainly through several biological matrices with direct contact. Feces are considered 
an important potential source of contamination. Therefore, the aim of this study was to mon-
itor for a long period a young Eclectus parrot (Eclectus roratus) with subclinical infection, 
monitoring for possible fecal excretion of the virus. The parrot came from a hand-raised 
facility. APyV infection was diagnosed by PCR from feathers. The parrot was three months 
old when monitoring began. Fecal samples were collected daily during the first four months 
and subsequently every five days for two months, for a total period of six months of moni-
toring. All samples were analysed by quantitative real-time PCR (qPCR). The highest viral 
DNA loads were observed during the first two months, with the highest value, 5.63 × 10³ 
DNA copy number/ng, on day 19. Over the next 2 months, the highest value was 8.92 × 10³ 
copy number/ng detected on day 84. Subsequently, a progressive decrease in viral shedding 
was found, with 6.11 × 10¹ copy number/ng detected as the highest value during the last two 
months of monitoring. Although samples taken on days were negative, suggesting that viral 
shedding does not occur every day, APyV was detected throughout the entire monitoring 
period, including day 180, showing persistent shedding through the feces. These findings 
suggest that clinically healthy birds can release APyV through feces, even in high amounts, 
for at least six months, posing a significant risk of infection for other parrots belonging to 
susceptible species. Using a sensitive method such as real-time PCR, the feces were found to 
be a suitable sample that could be used to screen parrots before each move and introduction 
into farms or settings where other parrots are present.

INTRODUZIONE
Avian polyomavirus (APyV) è un virus a DNA appartenente alla famiglia Polyomaviridae, 
responsabile di infezioni in numerose specie aviarie, in particolare oche e specie appartenenti 
all’ordine Psittaciformes, ed è causa di ripercussioni sanitarie ed economiche negli alleva-
menti commerciali e nei centri di svezzamento (Wang et al., 2022). Sebbene decorra in forma 
subclinica negli esemplari adulti, l’infezione può determinare forme cliniche particolarmente 
gravi nei giovani individui e nei nidiacei, caratterizzate da elevata mortalità e lesioni a carico 
di numerosi organi quali fegato, reni, milza e sistema nervoso (Phalen et al., 1993). Il virus 
replica, inoltre, nei tessuti linfoidi, causando immunosoppressione e predisponendo pertanto 
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i soggetti colpiti ad altre infezioni opportunistiche. La trasmissione del virus avviene per 
contatto diretto tra animali infetti o portatori asintomatici del virus e soggetti sani. Il coin-
volgimento di nidiacei e soggetti particolarmente giovani ha portato ad ipotizzare la trasmis-
sione verticale dell’infezione per numerosi anni. Nel 2018, è stata evidenziata la presenza di 
GHPV (Goose hemorrhagic polyomavirus) in alcune uova di oca in un allevamento infetto 
(Wan et al., 2018). Recentemente, la trasmissione verticale del virus è stata evidenziata nei 
fringillidi (Casalino et al., 2025). APyV è stato riscontrato in una elevata percentuale di uova 
non schiuse, sia infertili sia con mortalità embrionale, lasciando ipotizzare il possibile ruo-
lo del virus nell’insorgenza di questi problemi. Tuttavia, la trasmissione orizzontale riveste 
particolare importanza in quanto, durante la fase viremica dell’infezione, APyV raggiunge 
numerosi organi bersaglio e può essere eliminato dal volatile infetto attraverso feci, com-
ponente uratica, piume e desquamazioni cutanee, contaminando superfici, nidi, incubatrici 
e attrezzature di allevamento dove, grazie alla sua elevata resistenza ambientale, rendendo 
la contaminazione ambientale una ulteriore via indiretta di trasmissione del virus ( Phalen 
et al., 1993; Phalen et al., 1995; Phalen et al., 1996; Circella et al., 2017; El-Shahidy et al., 
2018; Ma et al., 2019; Wang et al., 2022; Liu et al., 2022). Nonostante le feci rappresentino 
uno delle fonti potenzialmente più importanti per la diffusione ambientale di APyV (Phalen 
et al., 2000; Potti et al., 2007), non vi sono studi sulla dinamica di eliminazione fecale del vi-
rus nei volatili infetti e i dati relativi all’escrezione fecale sono scarsi e frammentari. Alcune 
ricerche, anche se effettuate monitorando gruppi di pappagalli in allevamenti infetti mediante 
PCR convenzionale e attraverso campionamenti piuttosto sporadici nel tempo, ad intervalli 
corrispondenti anche a più di un mese (Phalen, 1993; Phalen et al., 2000), hanno evidenziato 
che il virus può persistere tar i volatili potenzialmente anche per diverso tempo. Lo scopo di 
questa ricerca è stato quello di monitorare con campionamenti molto ravvicinati e puntuali, 
e per lungo tempo, l’escrezione fecale di APyV in un giovane pappagallo ecletto (Eclectus 
roratus), clinicamente guarito, al fine di valutare il rischio epidemiologico rappresentato dai 
volatili con questo stato sanitario in contesti dove sono in contatto diretto o indiretto con altri 
esemplari.

MATERIALI E METODI
Soggetto monitorato
Lo studio è stato condotto su un giovane esemplare di pappagallo ecletto, di circa tre mesi 
di età al momento dell’inizio del monitoraggio. Il soggetto proveniva da un centro di svez-
zamento in cui convergevano numerosi pappagalli provenienti da differenti allevamenti, per 
la rivendita a negozi di animali o direttamente a privati. La proprietaria aveva ricevuto il 
soggetto in sostituzione di un altro esemplare di ecletto, che era stato acquistato presso lo 
stesso centro ma era deceduto dopo due giorni di detenzione privata per infezione da APyV, 
diagnosticata presso la Sezione di Patologia Aviare del Dipartimento di Medicina Veterinaria 
dell’Università degli Studi di Bari. Il nuovo esemplare, oggetto del monitoraggio, nei primi 
3-4 giorni successivi all’arrivo presso il domicilio della proprietaria, aveva mostrato sintomi 
aspecifici, con lieve letargia e leggero arruffamento del piumaggio. Nonostante la sintomato-
logia fosse successivamente regredita con apparente ritorno ad una condizione di normalità, 
considerata l’anamnesi, il pappagallo è stato sottoposto a screening molecolare per APyV se-
condo un protocollo già descritto (Circella et al., 2017), analizzando cinque piume prelevate 
dal dorso e dalla regione interscapolare. In seguito alla positività del test è stato programmato 
il monitoraggio per valutare l’escrezione virale attraverso le feci.

Monitoraggio
Il monitoraggio è stato eseguito per un periodo complessivo di 6 mesi, durante i quali i cam-



49

pioni di feci sono stati raccolti giornalmente per i primi quattro mesi dalla proprietaria, in 
provette sterili ed etichettate con la data di raccolta, fornite dalla sezione di Patologia aviare 
del Dipartimento. Conservati mediante congelamento, i campioni sono stati ritirati settima-
nalmente, mantenendo la catena del freddo, e trasferiti presso la sezione. Successivamente, 
considerato l’enorme impegno per la proprietaria che aveva portato a non poter ottenere e 
analizzare i campioni relativi ad alcuni giorni, la raccolta dei campioni è stata rimodulata, ed 
eseguita ogni 5 giorni per i successivi due mesi, secondo le modalità appena descritte. Tutti i 
campioni sono stati analizzati mediante real-time PCR quantitativa (qPCR).

Real-time PCR
Il DNA è stato estratto con kit commerciale ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Re-
search, USA) secondo le istruzioni della casa produttrice, partendo da 200 mg di ciascun 
campione. Le reazioni per real-time PCR (qPCR) sono state preparate utilizzando SsoAd-
vanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Milano, Italia) in un volume finale di 20 
μL, contenente 18 μL di mix di reazione e 2 μL di DNA estratto. Sono stati utilizzati i primers 
APVgenf (5’-CTDGATGARAATGGGGTKGG-3’) e APVgenr (5’-ACMCGWACYTC-
CTCMACCT-3’) alla concentrazione di 5 pmol/μL. Le amplificazioni sono state eseguite 
mediante sistemi QuantStudio 6 (Applied Biosystems) e Bio-Rad CFX Maestro Connect 
applicando il seguente protocollo termico: denaturazione iniziale a 98 °C per 3 minuti, 39 
cicli a 98 °C per 15 secondi e 60 °C per 45 secondi. La specificità dell’amplificazione è stata 
verificata mediante analisi della curva di melting con incremento graduale della temperatura 
da 65 °C a 95 °C ogni 0,5 °C per 5 secondi. Tutte le reazioni sono state effettuate in triplica-
to. Per la curva standard è stato utilizzato un plasmide ricombinante contenente l’amplicone 
APV clonato in Escherichia coli MACH1. Il numero di copie genomiche è stato calcolato 
mediante diluizioni seriali decimali fino a 10-4. La quantità di DNA totale di ciascun campio-
ne è stata misurata mediante spettrofotometro Multiskan SkyHigh (Thermo Fisher Scientific, 
USA). I risultati finali sono stati espressi come copie genomiche virali/ng di DNA totale.

RISULTATI
Il DNA virale è stato individuato per tutto il periodo di monitoraggio in quantità piuttosto 
elevate, ma decrescenti nel tempo (Figure 1 e 2). Nel dettaglio, durante il primo bimestre 
(dal giorno 1 al giorno 60) sono stati riscontrati i maggiori quantitativi di DNA virale, con il 
valore massimo registrato pari a 5,63 × 104 numero di copie /ng di DNA in corrispondenza 
del giorno 19, mentre il valore minimo pari a 1,20 × 10² numero di copie/ng di DNA rilevato 
il giorno 55. Durante questi primi due mesi di monitoraggio, il DNA virale non è stato rile-
vato nei campioni raccolti nei giorni 4, 23 e 24. Durante il secondo bimestre (dal giorno 61 
al giorno 120) si è osservata una progressiva diminuzione dell’escrezione virale, con valori 
generalmente inferiori rispetto al primo bimestre e con il valore più alto pari a 8,92 × 10³ nu-
mero di copie /ng DNA registrato il giorno 84 e quello più basso, pari a 6,46 × 100 numero di 
copie/ng DNA, il giorno 110. Nel secondo bimestre il virus non è stato rilevato nei giorni 83, 
90, 113, 117. Nell’ultimo bimestre, in cui dal giorno 135 in poi i campioni sono stati raccolti 
come già specificato ogni 5 giorni, è stata riscontrata una tendenza ad una graduale riduzione 
dell’escrezione virale, con il quantitativo massimo ritrovato in corrispondenza del giorno 150 
(6,11 × 10¹ numero di copie/ng di DNA), e quello minimo registrato il giorno 160 (4,35 × 100 
numero di copie/ng di DNA). Nella prima parte dell’ultimo bimestre, in cui i campionamenti 
erano ancora giornalieri (dal giorno 121 al giorno 135), il DNA virale non è stato evidenziato 
nei giorni 121 e 123, mentre nella parte successiva caratterizzata dai campionamenti ogni 5 
giorni il virus è stato rilevato in tutti i campioni analizzati fino all’ultimo giorno di monito-
raggio (giorno 180).
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Figura 1. Escrezione fecale di APyV durante i primi quattro mesi di monitoraggio (dal 1° al 
130° giorno) valutata mediante campionamenti giornalieri.
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Figura 2. Escrezione fecale di APV negli ultimi 2 mesi di monitoraggio (dal 135° al 180° giorno) analizzando campioni 
prelevati ogni 5 giorni. 
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DISCUSSIONE
I risultati ottenuti evidenziano che un esemplare infetto può eliminare il virus attraverso 
le feci per un periodo di tempo molto lungo, che raggiunge e probabilmente supera i 6 
mesi confermando che i soggetti clinicamente sani possono rappresentare importanti 
fonti di diffusione di APyV, come ipotizzato in studi precedenti (Ogawa et al., 2006; Va-
lastanova et al., 2021). In particolare, durante i primi mesi post-infezione, il virus viene 
eliminato attraverso le feci in elevate cariche. Questo materiale biologico rappresenta 
quindi una fonte molto importante di contaminazione degli ambienti in cui soggiorna 
l’animale e delle attrezzature, considerando che APyV è caratterizzato da una eleva-
ta resistenza ambientale, favorita anche dall’assenza dell’envelope (Gregersen e Roth, 
2012). La giovane età del soggetto ha sicuramente avuto un ruolo importante nell’elevata 
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escrezione virale osservata. È noto infatti che, oltre ad eventuali coinfezioni, condizio-
ni di stress e fattori ambientali avversi, la giovane età può influenzare la replicazione 
virale e la quantità di virus eliminata (Shini et al., 2008; Gervasi et al., 2017; Bil-Lula 
et al., 2018; Zhai et al., 2024;) e che i soggetti di età inferiore ai sei mesi mostrano una 
maggiore suscettibilità all’infezione da APyV rispetto agli adulti (Khosravi et al., 2024), 
probabilmente in relazione all’immaturità immunitaria e alle interazioni tra l’ospite e il 
virus (Wang et al., 2020). La graduale riduzione dei quantitativi di virus escreti osservata 
durante i mesi di monitoraggio potrebbe essere ricollegata anche alla crescita del vola-
tile infetto, oltre all’allontanamento temporale dalla fase di insorgenza dell’infezione. 
La scelta di adottare per questo studio la real-time PCR per le analisi, rispetto a studi 
precedenti basati su PCR convenzionale e metodiche equivalenti, ha consentito di otte-
nere specifiche informazioni sulla dinamica dell’escrezione virale, evidenziandone la 
persistenza e la continuità. Infatti, la minore sensibilità della PCR convenzionale rispetto 
alla real-time PCR (qPCR) può comportare una ridotta capacità di rilevare basse cariche 
virali, soprattutto in matrici biologiche complesse (Okuda et al., 2011; Gunes et al. 2012) 
ricca di sostanze potenzialmente inibenti la PCR, che possono generare falsi negativi 
(Acharya et al., 2017; Das et al., 2009). La real-time PCR, invece, rilevando APyV an-
che quando presente nei campioni in cariche molto basse, si è confermata una tecnica 
altamente sensibile e specifica e si è mostrata molto utile nel rilevare l’infezione anche 
in soggetti asintomatici e utilizzando matrici biologiche complesse come le feci (Katoh 
et al., 2008). Anche la modalità di campionamento, giornaliero per quasi tutto lo studio, 
ha consentito di evidenziare alcuni aspetti peculiari della dinamica di escrezione fecale 
di APyV. Infatti, sebbene DNA virale sia stato riscontrato quasi costantemente durante 
il monitoraggio, l’escrezione virale non è stata continua ma con alcune intermittenze 
legate a campioni risultati negativi, che sono stati evidenziati proprio nel periodo in cui 
i campionamenti erano giornalieri.

CONCLUSIONI
Questo studio evidenzia l’importanza epidemiologica rivestita da esemplare con infezio-
ne sub-clinica da APyV i quali, non mostrando più alcun sintomo, possono diffondere 
il virus attraverso le feci in elevata carica, soprattutto nei primi mesi post-infezione, e 
in maniera pressoché continua per lunghi periodi di tempo. Queste osservazioni sottoli-
neano l’importanza di rigorose misure di biosicurezza, soprattutto in contesti ad elevata 
densità animale, quali allevamenti commerciali, fiere, negozi di animali e centri di svez-
zamento, dove il sovraffollamento e il contatto tra specie differenti favoriscono la diffu-
sione del virus e possono influenzare la comparsa di manifestazioni cliniche (Ritchie et 
al., 1998; Doneley, 2018). Pertanto, considerati i dati ottenuti, sarebbe auspicabile moni-
torare lo stato sanitario degli esemplari prima di ogni introduzione in un allevamento o 
altro contesto in cui sono presenti altri volatili, adottando metodiche altamente sensibili 
come la qPCR che consentono lo screening da campioni fecali che rappresentano una 
matrice complessa, ma anche una tipologia di campione facile da raccogliere e non in-
vasivo per l’animale.
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Summary
A study was conducted on 50 outbreaks of avian colibacillosis observed in 2026 in flocks 
of laying hens and broiler breeders. E. coli strains isolated from organs exhibiting lesions 
were submitted to serotyping and screening for virulence factors using molecular methods. 
Furthermore, the antimicrobial resistance profile was determined for each isolated strain. Se-
rotype O2 proved to be the most frequent among the strains included in the study. Numerous 
strains were found not to belong to the tested serotypes. The study revealed the presence of 
numerous genes encoding one or more virulence factors with a prevalence exceeding 80% 
for 9 of the 15 virulence factors studied.
The combined study of antigenic characteristics, virulence factors and the AMR profile can 
provide valuable information for diagnostic and epidemiological purposes, as well as for the 
preparation of autogenous vaccines.

INTRODUZIONE
La colibacillosi è tra le malattie più diffuse nel settore avicolo e provoca infezioni respon-
sabili di gravi perdite economiche con conseguenze negative sul benessere delle specie al-
levate. È causata da ceppi di Escherichia coli aviari patogeni (APEC), che appartengono al 
gruppo degli E.coli patogeni extraintestinali (ExPEC). La colibacillosi aviare comprende 
svariate forme cliniche associate a lesioni localizzate o sistemiche. Nella gallina ovaiola e 
nei riproduttori pesanti la forma clinica più frequentemente osservata, in fase di deposizione, 
è caratterizzata da un aumento di mortalità e da una polisierosite fibrinosa che coinvolge 
pericardio, sacchi aerei, fegato e apparato riproduttore. Gli APEC infettano l’ospite preva-
lentemente per via respiratoria, anche se non è da escludere la trasmissione orale e cloacale. 
La colonizzazione dell’apparato respiratorio è cruciale nella patogenesi della malattia ed è 
favorita da una serie di fattori di virulenza degli APEC e soprattutto da una riduzione delle 
difese immunitarie dell’ospite. Per questo motivo la colibacillosi aviare viene considerata 
prevalentemente una patologia condizionata da una serie di fattori predisponenti di natura 
ambientale, manageriale e infettiva. Dopo aver colonizzato l’apparato respiratorio gli APEC 
diffondono nell’organismo attraverso sacchi aerei e mucose determinando una patologia di 
tipo sistemico. È possibile anche una fase batteriemica. Gli APEC vengono classificati in sie-
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rotipi in base alle caratteristiche antigeniche dell’antigene somatico “O”; i sierotipi O1, O2 
e O78 sono considerati i più frequenti anche se recentemente è stato descritto un incremento 
dei casi di colibacillosi, a livello mondiale, sostenuti dai sierotipi O9 e O145 (Nawaz et al., 
2024). È possibile anche una classificazione degli APEC su base filogenetica, mentre sono 
in costante aumento gli studi sui fattori di virulenza degli APEC che includono adesine, in-
vasine, sistemi di acquisizione del ferro, protectine, tossine quorum-sensing systems, sistemi 
secretori e two-component systems (Kunert Filho et al., 2015). Negli animali in deposizione 
il controllo della colibacillosi mediante la terapia antibiotica è fortemente limitato dalle re-
strizioni all’impiego degli antimicrobici e dall’assenza di principi attivi privi di tempi di so-
spensione. Occorre pertanto un efficace controllo dei fattori predisponenti. La vaccinazione 
rappresenta una valida strategia e si basa sull’impiego di vaccini vivi deleti e/o di autovaccini 
allestiti con uno o più ceppi di APEC isolati in corso di malattia. Per un corretto approccio 
all’allestimento degli autovaccini è tuttavia necessaria un’accurata selezione dei ceppi di 
APEC circolanti in allevamento 
Il presente studio ha preso in considerazione 50 casi clinici recenti di colibacillosi osservati 
in galline ovaiole da consumo e riproduttori pesanti in fase di deposizione; i ceppi di APEC 
isolati dagli organi sede di lesione sono stati sierotipizzati e sottoposti ad un’indagine di 
tipo molecolare per valutare la presenza di geni codificanti per i fattori di virulenza finora 
conosciuti.
È stato inoltre determinato, per ogni ceppo, il profilo di antimicrobico-resistenza (AMR) 
considerando il risultato di studi recenti che caratterizzano gli APEC come potenziali 
zoonotici a trasmissione alimentare, con caratteristiche genetiche simili a UPEC (human 
uropathogenic E. coli) e NMEC (neonatal meningitis E. coli) (Markland et al., 2015; Mellata 
et al., 2013; Gambi et al., 2022).

MATERIALI E METODI
Lo studio ha coinvolto 50 casi clinici di colibacillosi osservati, nel corso del 2026, in gruppi di 
galline ovaiole da consumo in deposizione (26 casi) e di riproduttori pesanti in fase di deposi-
zione (24 casi) distribuiti nella provincia di Forlì-Cesena (25 casi) e in altre 15 province italiane. 
Dalle carcasse che presentavano lesioni macroscopiche riconducibili a colibacillosi sono stati 
prelevati gli organi sede di lesione e sottoposti ad esame batteriologico. Ogni campione è stato 
seminato su piastre di Agar Sangue e di Hektoen Enteric Agar (terreno selettivo per le Entero-
bacteriaceae), incubati overnight a 37°C per 24-48h. Le colonie sospette sono state identifica-
te utilizzando il sistema biochimico miniaturizzato, EnteroPluri-Test (Liofilchem, Roseto degli 
Abruzzi, Italia) e su ogni ceppo è stata eseguita la microdiluizione in brodo, per determinare la 
MIC (Minima Concentrazione Inibente) e, di conseguenza, il profilo di sensibilità antibiotica. La 
minima concentrazione inibente (MIC) è stata eseguita utilizzando piastre Thermo Scientific™ 
Sensititre™ e i valori sono stati interpretati utilizzando i breakpoint CLSI (Clinical and Labora-
tory Standards Institute) e, quando non presenti, EUCAST.
I ceppi di E.coli oggetto dello studio sono stati testati per l’identificazione dell’antigene somati-
co “O” tramite il test di sieroagglutinazione lenta a caldo che permette di identificare i seguenti 
antigeni somatici: O1, O2, O5, O8, O9, O15, O18, O20, O22, O26, O45, O49, O55, O64, O78, 
O86, O88, O101, O103, O111, O113, O111, O113, O118, O128, O138, O139, O141, O147, 
O149, O153 e O157. Gli stessi ceppi sono stati testati per l’identificazione dei fattori di virulen-
za mediante l’impiego del kit di Real Time PCR Kylt® APEC qPCR (AniCon Labor GmbH, 
DE) in grado di determinare i geni codificanti per 15 fattori di virulenza (appartenenti ai gruppi 
delle adesine, tossine, invasine, sistemi di acquisizione del ferro, protectine, proteasi, emolisine, 
fattori di resistenza al siero) (Tabella 1). L’estrazione del DNA è stata eseguita a partire da una 
colonia pura stemperata in H2O sterile sfruttando il metodo di estrazione per bollitura che crea 
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shock termico alle membrane cellulari, ottenendo così il rilascio dell’acido nucleico. Sono state 
allestite le piastre di amplificazione aliquotando 16 µl delle mix già pronte all’uso del kit Kylt®, 
cui sono stati addizionati 4 µl di DNA estratto. Ogni mix contiene, oltre a tutti i reattivi necessari 
per l’amplificazione, 4 coppie di primers che permettono l’identificazione dei geni (riportati 
in tabella 1) dei principali fattori di virulenza. Fa eccezione la mix 1 che contiene 3 coppie di 
primers appartenenti ai fattori di virulenza e una coppia di primers dell’Internal Control.

Tabella 1: Sintesi delle mix del kit Real Time PCR Kylt® APEC qPCR (AniCon Labor 
GmbH, DE) relative all’amplificazione dei fattori di virulenza.

MIX Group Virulence factor Description

MIX1
Iron acquisition irp2 Iron-repressible protein (yersiniabactin synthesis)
Adhesins papC Pilus associated with pyelonephritis
Adhesins tsh Temperature-sensitive hemagglutinin

Mix2

Adhesins F11 Serotype F11 of P fimbriae
Toxins EAST1 (astA) Heat-stable cytotoxin associated with enteroaggregative E.coli
Invasins iucD Aerobactin synthesis
Protectins/ Serum 
resistance iss Increased serum survival

Mix3

Toxins vat Vacuolating autotransporter toxin
Invasins ibeA Invasion of brain endothelium
Iron acquisition ironN Catecholate siderophore (salmochelin) receptor
Protectins/ Serum 
resistance cvi/cva Structural genes of colicin V operon (microcin ColV)

Mix4

Iron acquisition sitA Iron transport system
Iron acquisition iutA Aerobactin receptor
Miscellaneous ompT Outer membran protein, protease
Miscellaneous hlyF Hemolysin

RISULTATI
I risultati della sierotipizzazione dei ceppi di Escherichia coli oggetto del presente studio 
sono riportati in tabella 2. Numerosi ceppi sottoposti allo studio (35/50) non risultano ap-
partenere ai sierogruppi testati e rappresentativi dei più comuni sierotipi noti di E.coli. Tra 
quelli identificati, il sierotipo O2 è risultato il più frequente. Per quanto riguarda il profilo di 
antimicrobico-resistenza, in Figura 1, è riportato un grafico con le percentuali di resistenze 
evidenziate nei 50 ceppi analizzati mediante la determinazione della MIC. Tetraciclina e 
ampicillina sono gli antibiotici che mostrano la maggiore resistenza, mentre la flumequina 
mostra un alto livello di ceppi (30%) con valori intermedi.
Le analisi eseguite per rilevare i fattori di virulenza, riportate in figura 2, mostrano la pre-
valenza con cui questi sono presenti, ed è espressa in percentuale per i geni identificati. I 
sistemi di acquisizione del ferro (sitA, iutA, irp2, ironN), le protezioni/resistenza al siero 
(iss, cvi/cva) e i geni strutturali/enzimi (ompT, hlyF) sono estremamente conservati nella 
popolazione batterica analizzata (tutti sopra l’80%), mostrano quindi un’alta prevalenza. Più 
basse, invece, le percentuali dei geni delle tossine (vat, EAST1) e delle adesine (tsh, papC, 
F11), presenti con una prevalenza minore. Nella tabella 3 sono riportati i fattori di virulenza 
in funzione del sierotipo
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Tabella 2: Sierotipizzazione degli APEC (suddivisi per categoria produttiva).
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sono riportati i fattori di virulenza in funzione del sierotipo 

Tabella 2: Sierotipizzazione degli APEC (suddivisi per categoria produttiva). 

Sierogruppo Ovaiole (n=26) Riproduttori (n=24) Totale (N=50) 
O:2 2 5 7 
O:8 1 0 1 
O:9 0 1 1 
O:18 1 0 1 
O:20 0 1 1 
O:64 1 0 1 
O:86 1 0 1 
O:88 1 0 1 
O:149 0 1 1 
ND 19 16 35 
TOTALE 26 24 50 

ND = non determinabile 
 

Tabella 3: fattori di virulenza associati al sierotipo. 

Sierogruppo Fattori di Virulenza 

O:2 F11, papC, tsh, EAST1 (astA), vat, ibeA, iucD, irp2, ironN, iutA, sitA, cvi/cva, 
iss, ompT, hlyF 

O:8 ironN, iutA, sitA, cvi/cva, iss, ompT, hlyF 
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O:88 tsh, iucD, irp2, ironN, iutA, sitA, cvi/cva, iss, ompT, hlyF 
O:149 sitA 
ND F11, papC, tsh, vat, iucD, irp2, ironN, iutA, sitA, cvi/cva, iss, ompT, hlyF 
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Figura 1: Profili di Antimicrobico-Resistenza (AMR).
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DISCUSSIONE
Scopo del presente studio era fornire dati aggiornati sulle caratteristiche antigeniche, di vi-
rulenza e di antimicrobico-resistenza dei ceppi di APEC circolanti nel territorio nazionale 
nei settori delle galline ovaiole da consumo e dei riproduttori pesanti in fase di deposizione. 
I risultati dell’indagine hanno messo in evidenza un elevato numero di ceppi di APEC non 
appartenenti al pannello di antisieri utilizzato nello studio (comprendente 30 diversi siero-
tipi). In proiezione futura questa indagine andrebbe pertanto implementata includendo altri 
sierotipi (come ad esempio il sierotipo O145, descritto come emergente in alcuni paesi); 
l’integrazione della caratterizzazione genotipica a quella antigenica si dimostra promettente 
al fine di mappare accuratamente il potenziale patogeno dei ceppi APEC circolanti negli 
allevamenti. La netta prevalenza (riscontrata nel presente studio) di fattori di virulenza asso-
ciati all’acquisizione del ferro (sitA, iutA, irp2, iroN), alla resistenza al siero (iss, cvi/cva) e 
a determinanti strutturali/enzimatici (ompT, hlyF) conferma l’elevata attitudine invasiva e la 
capacità di diffusione sistemica degli isolati raccolti nel primo semestre del 2026. Il signifi-
cato patogeno dei fattori di virulenza degli APEC non è ancora consolidato, al contrario di 
altre specie di interesse zootecnico (suino, bovino). Tuttavia, la caratterizzazione molecolare 
offre un promettente strumento per scopi epidemiologici e diagnostici. Tale metodica con-
sente inoltre di superare il modello animale nello studio della patogenicità dei ceppi di APEC 
(Ask et al., 2006).
Sul fronte dell’antibiotico-resistenza (AMR), il profilo emerso delinea trend evolutivi signi-
ficativi se confrontati con la letteratura scientifica attualmente disponibile. La resistenza alla 
tetraciclina mostra un trend in aumento, raggiungendo il 48% rispetto al 43% riportato in 
letteratura. Al contrario, per l’ampicillina si osserva un trend in diminuzione, con una preva-
lenza del 32% contro il 45%. Il monitoraggio continuo della AMR rimane cruciale nel settore 
avicolo nonostante la drastica riduzione delle opzioni terapeutiche disponibili, soprattutto 
nel settore delle galline ovaiole da consumo e dei riproduttori in fase di deposizione. Data la 
consolidata evidenza scientifica sul potenziale zoonotico di alcuni cloni di APEC dovuta alle 
strette correlazioni genomiche con i ceppi umani (ExPEC), valutare l’AMR di questi isolati 
verso le diverse classi antibiotiche è di fondamentale importanza. Pertanto, monitorare l’e-
ventuale acquisizione di ulteriori resistenze e limitare il rischio di trasmissione dei fattori di 
resistenza e patogenicità è indispensabile non solo per preservare l’efficacia dei trattamenti 
in medicina veterinaria, ma anche per arginare il potenziale rischio zoonotico in ottica One 
Health. La vaccinazione nei confronti degli APEC rappresenta una valida e promettente stra-
tegia di controllo della malattia. Attualmente l’unico vaccino registrato nel nostro paese è 
allestito con un ceppo deleto di E.coli appartenente al sierotipo O78. Uno dei limiti principali 
della vaccinazione nei confronti degli APEC è rappresentato dalla protezione sierotipo-spe-
cifica (anche se per il ceppo vaccinale attualmente disponibile è descritta una protezione 
crociata in grado di ridurre l’incidenza e la gravità delle aerosacculiti causate dai sierotipi O1, 
O2 e O18 in caso di somministrazione spray). La vaccinazione con il ceppo deleto O78 po-
trebbe essere potenziata ed implementata dall’allestimento di autovaccini allestiti con i ceppi 
di APEC isolati in fase di deposizione e somministrati, sottoforma di vaccini inattivati, in 
fase di pollastra. L’efficacia degli autovaccini è condizionata dalla scelta dei ceppi di APEC 
con i quali allestire il vaccino. È innanzitutto necessario non fermarsi ad un unico isolamento 
di APEC, ma eseguire ripetuti campionamenti in fase di deposizione dai quali isolare, dagli 
organi sede di lesione, numerosi ceppi di Escherichia coli sui quali condurre prove di siero-
tipizzazione e di studio dei fattori di virulenza mediante metodiche molecolari. Tutto questo 
con lo scopo di disporre di una “rosa” di ceppi di APEC dai quali scegliere quelli maggior-
mente indicati per l’allestimento degli autovaccini, combinando le caratteristiche antigeniche 
(sierotipo) con quelle di virulenza.
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CONCLUSIONI
La colibacillosi aviare rappresenta la principale causa di mortalità e di perdite economiche 
del settore avicolo, in ogni categoria produttiva. Il ruolo di Escherichia coli come agente pa-
togeno primario è tuttora controverso; in generale la colibacillosi è considerata una patologia 
favorita da una serie di fattori predisponenti di natura ambientale, manageriale e infettiva. 
Il controllo di questi fattori resta perciò di primaria importanza. La riduzione dell’impiego 
degli antibiotici limita notevolmente le opzioni terapeutiche, soprattutto nei gruppi in fase 
di deposizione. La vaccinazione rappresenta una strategia percorribile. I risultati del pre-
sente studio hanno infatti evidenziato come possano essere isolati, da casi conclamati di 
colibacillosi, ceppi non appartenenti ai più comuni sierotipi di E.coli, ma che presentano geni 
codificanti per uno o più fattori di virulenza. In conclusione, lo studio combinato delle ca-
ratteristiche antigeniche e di virulenza dei ceppi di E.coli isolati in corso di colibacillosi po-
trebbe rientrare nei protocolli diagnostici routinari, in quanto in grado di fornire informazioni 
preziose dal punto di vista diagnostico ed epidemiologico e consentire nello stesso tempo 
un corretto approccio all’allestimento degli autovaccini, qualora si intendesse intraprendere 
questa strategia di controllo, complementare all’impiego del vaccino vivo deleto attualmente 
disponibile e senza abbassare il livello di attenzione nei confronti della profilassi diretta, della 
biosicurezza e del controllo dei fattori predisponenti di natura ambientale e infettiva (virus 
respiratori e micoplasmi). Parallelamente, il monitoraggio costante dell’AMR si conferma 
una priorità assoluta, non solo per preservare l’efficacia dei trattamenti di campo, ma anche 
in ottica One Health, al fine di valutare e scongiurare il potenziale rischio zoonotico correlato 
agli APEC.
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Summary
Antimicrobial resistance (AMR) is a major One Health challenge, with the environment 
playing a key role in the dissemination of resistant bacteria. Wildlife, not conventionally 
exposed to antimicrobials, may act as potential bioindicator of AMR at the human–animal–
environment interface. This study evaluated the role of wild birds and freshwater turtles as 
a bioindicator of environmental AMR in Northern Algeria by analysing AMR pattern in co-
liform bacteria through phenotypic and genomic approaches. Cloacal swabs were collected 
from 60 animals (51 birds, 9 reptiles) across three distinct ecological sites (Annaba, Algiers, 
Reghaïa) between May and June 2025. Coliforms were identified by MALDI-TOF MS and 
tested by disk diffusion; classifying isolates as wild-type (WT) or non-wild-type (NWT) us-
ing EUCAST epidemiological cut-off values (ECOFFs). Non-wild-type (NWT) isolates un-
derwent whole-genome sequencing using Oxford Nanopore Technologies. Of 99 coliforms, 
33.33% were NWT, mainly against ampicillin (38.78%), tetracycline (33.33%) and trimetho-
prim–sulfamethoxazole (19.19%); with distinct resistance profiles among sampling sites. 
Whole-genome sequencing of NWT isolates identified acquired resistance determinants in 
76.67% of sequenced isolates and revealed clinically relevant genes including plasmid-me-
diated mcr-1.1 (IncI2) in gulls from Algiers and blaCTX-M-15 in a turtle from Reghaïa. No-
tably, the internationally recognised high-risk clone ST410 was also detected.The occurrence 
of antimicrobial resistance and clinically important resistance genes in wildlife, with no his-
tory of direct antimicrobial exposure, points to environmental contamination and the dissem-
ination of resistant bacteria in Northern Algeria, and highlights the value of wild animals as 
valuable bioindicators of environmental AMR within One Health surveillance frameworks.

INTRODUZIONE
La resistenza antimicrobica (AMR) rappresenta una delle principali minacce globali per la 
salute pubblica e, per la sua natura multifattoriale, richiede strategie integrate coerenti con 
l’approccio One Health, che riconosce l’interconnessione tra salute umana, animale e am-
bientale. L’ambiente svolge un ruolo chiave come serbatoio e veicolo di batteri resistenti e 
geni di resistenza (ARG), ma rimane una componente ancora poco esplorata. La fauna sel-
vatica, non essendo sottoposta a trattamenti antimicrobici diretti, può essere impiegata come 
bioindicatore della contaminazione ambientale da AMR: il loro microbiota commensale può 
riflettere l’esposizione cumulativa alle pressioni antropiche degli ecosistemi in cui vivono 
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(Torres et al., 2020; Esposito et al., 2024). Lo scopo del presente studio è stato valutare i pro-
fili di AMR in batteri coliformi isolati da uccelli selvatici e rettili in tre aree ecologicamente 
distinte dell’Algeria settentrionale (Algeri, Annaba e lago di Reghaïa), combinando analisi 
fenotipiche (Kirby-Bauer) con il sequenziamento dell’intero genoma (WGS), ai fini di inve-
stigare il loro ruolo come bioindicatori della contaminazione ambientale da AMR. 

MATERIALI E METODI

Aree di studio e campionamento
Lo studio è stato condotto tra maggio e giugno 2025 in tre aree dell’Algeria settentrionale con 
differenti caratteristiche ambientali e antropiche: Annaba, area costiera dell’Algeria orientale 
caratterizzata dalla compresenza di contesti urbani, agricoli e attività zootecniche; Algeri, 
rappresentativa di un contesto fortemente urbanizzato; e Reghaïa, riserva naturale dall’al-
to valore ecologico. Sono stati campionati, attraverso l’esecuzione di un tampone cloacale 
(Copan ESwab®), uccelli selvatici e tartarughe (Mauremys leprosa); gli uccelli sono stati 
campionati in tutte le aree, i rettili esclusivamente a Reghaïa. I campioni sono stati conservati 
a 4 °C e spediti presso il laboratorio di batteriologia veterinaria (VeLaBac) del Dipartimento 
di Scienze Mediche Veterinarie dell’Università di Bologna.  

Isolamento e identificazione batterica
I tamponi sono stati sottoposti a pre-arricchimento in Buffered Peptone Water e successivo 
arricchimento selettivo in EC broth per favorire la crescita dei coliformi. L’isolamento è stato 
effettuato su terreno cromogeno (CHROMagar™ Orientation) e l’identificazione batterica 
mediante spettrometria di massa MALDI-TOF MS (Bruker).

Test di sensibilità antimicrobica
La sensibilità agli antimicrobici è stata valutata con il metodo di diffusione in agar (Kirby-
Bauer) secondo linee guida EUCAST verso 8 molecole (gentamicina, ampicillina, amoxicil-
lina-acido clavulanico, ceftiofur, tetraciclina, enrofloxacina, trimethoprim-sulfametossazolo, 
ertapenem). Gli isolati sono stati classificati come wild-type (WT) o non-wild-type (NWT) 
utilizzando i cut-off epidemiologici (ECOFF) EUCAST; in assenza di ECOFF, l’assenza di 
alone di inibizione è stata considerata indicativa di resistenza fenotipica. Le resistenze intrin-
seche sono state escluse dalla valutazione.

Sequenziamento e analisi bioinformatica
Gli isolati NWT sono stati sottoposti a sequenziamento dell’intero genoma (WGS) median-
te tecnologia Oxford Nanopore Technologies presso la Technical University of Denmark 
(DTU). Dopo assemblaggio de novo (Flye) e controllo qualità delle sequenze (CheckM), 
l’identificazione di specie è stata confermata mediante KmerFinder e ANIb. Sono stati de-
terminati il sequence type (MLST), i patotipi e i serotipi (ECTyper), i fattori di virulenza 
(VFDB), i geni di resistenza acquisita (ResFinder), le mutazioni cromosomiche (PointFin-
der) e i repliconi plasmidici (PlasmidFinder).

Analisi statistica
Le associazioni tra caratteristiche degli ospiti animali, area di campionamento e profili di 
resistenza (fenotipo/genotipo) sono state valutate mediante regressione lineare e test esatto 
di Fisher con correzione per confronti multipli mediante Benjamini–Hochberg, considerando 
significativo un valore corretto p (q) ≤ 0,05. 
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RISULTATI
Sono stati campionati un totale di 60 animali (51 uccelli selvatici e 9 rettili), dai quali sono 
stati isolati complessivamente 99 coliformi (78.8% da uccelli e il 21.2% da rettili). Esche-
richia coli è risultata la specie predominante (47/99; 47.5%), seguita da Citrobacter spp. ed 
Enterobacter spp. Il 33.33% (33/99) degli isolati è stato classificato come NWT, con propor-
zioni più elevate verso ampicillina (38.78%), tetraciclina (33.33%) e trimethoprim-sulfame-
tossazolo (19.19%). La proporzione di NWT è stata del 35.90% negli uccelli e del 23.81% 
nei rettili. Sono emersi pattern di resistenza differenti tra le aree di campionamento: ad Anna-
ba è stata osservata una maggiore frequenza di NWT verso tetraciclina (44.44%), ad Algeri 
verso ampicillina (42.86%) ed enrofloxacina (8.70%), mentre a Reghaïa verso ampicillina 
(40.74%). È emersa un’associazione statisticamente significativa ad Annaba tra uccelli stan-
ziali e fenotipo NWT alla tetraciclina (p = 0,043; OR = 15). Gli isolati NWT sono stati sotto-
posti a WGS: 30 genomi (24 da uccelli, 6 da rettili) hanno superato i criteri di qualità e sele-
zionati per le successive analisi. L’MLST ha assegnato il 60% dei genomi a 14 sequence type 
(il più frequente ST10, n = 4), evidenziando anche la presenza del clone internazionale ad 
alto rischio ST410. Fattori di virulenza sono stati rilevati in 26/30 genomi. Geni di resistenza 
acquisiti sono stati individuati nel 76.67% dei genomi (23/30), con prevalenza dei determi-
nanti nei confronti di classi come: tetraciclina (66.67%), β-lattamici e antagonisti del folato 
(50.0% ciascuno), aminoglicosidi (46.67%) e chinoloni (36.67%); i geni più frequenti sono 
stati tet(A), blaTEM-1B, qnrS1 e dfrA14. Mutazioni cromosomiche puntiformi sono state 
rilevate in 7/30 genomi, prevalentemente gyrA S83L. Il replicone plasmidico predominante è 
risultato IncF (56.67%). Tra i determinanti genici di maggior rilievo sono stati identificati il 
gene mcr-1.1, associato a resistenza alla colistina, su plasmide IncI2 in due E. coli isolati ad 
Algeri e l’unico gene ESBL blaCTX-M-15 in un rettile a Reghaïa. A livello genomico non 
sono emerse differenze statisticamente significative tra ospiti o aree, coerentemente con il 
limitato numero di genomi.

DISCUSSIONE
Questo studio fornisce evidenze sul ruolo di uccelli selvatici e rettili come bioindicatori di 
AMR ambientale in Algeria. La predominanza di E. coli e degli altri coliformi è coerente con 
il microbiota intestinale degli ospiti campionati e consolida l’impiego dei coliformi come 
indicatori di AMR ambientale (Anjum et al., 2021). I profili fenotipici e genomici hanno 
mostrato concordanza: le classi più rappresentate (tetraciclina, β-lattamici, antagonisti del fo-
lato) erano sostenute da geni ampiamente diffusi (tet(A), blaTEM-1B, qnrS1, sul/dfr), tipica-
mente associati a pressione selettiva antropica. Le differenze osservate tra le aree investigate 
suggeriscono la presenza di pressioni selettive antropiche differenti: l’elevata percentuale di 
NWT alla tetraciclina ad Annaba è compatibile con l’uso di questa molecola in zootecnia, 
mentre Algeri, area fortemente urbanizzata, ha mostrato il resistoma più ampio, comprenden-
te determinanti clinicamente rilevanti (fosA4, mcr-1.1). A Reghaïa, zona umida protetta ma 
fortemente inquinata, è emersa la presenza di un gene ESBL, quale blaCTX-M-15 in una tar-
taruga, in linea con i livelli di resistenza già descritti per quest’area (Alouache et al., 2012) e 
con il ruolo emergente di tartarughe d’acqua come sentinelle di AMR (Mengistu et al., 2022). 
La maggiore prevalenza di NWT negli uccelli stanziali rispetto ai migratori supporta l’ipotesi 
che le specie residenti rispecchino meglio le pressioni antimicrobiche locali. I determinanti 
genici mcr-1.1 e blaCTX-M-15 emersi con il WGS evidenziano il valore aggiunto dell’inte-
grazione del WGS nella sorveglianza ambientale dell’AMR. Tra i limiti vanno considerati la 
ridotta numerosità campionaria, in particolare per i rettili, e l’esecuzione del WGS limitata 
agli isolati con fenotipo NWT.
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CONCLUSIONI
Lo studio evidenzia la presenza diffusa di batteri coliformi con profili di resistenza antimicro-
bica nella fauna selvatica dell’Algeria settentrionale, con pattern sito-specifici coerenti con 
le pressioni antimicrobiche locali. A livello genomico, i determinanti di resistenza acquisita, 
suggeriscono che i coliformi della fauna selvatica possono riflettere la presenza ambientale di 
geni di resistenza veicolati dalle pressioni antropiche. Nel complesso, questi risultati raffor-
zano il potenziale impiego della fauna selvatica come bioindicatore della diffusione ambien-
tale dell’AMR e supportano la loro integrazione in strategie di sorveglianza della diffusione 
di AMR in ottica One Health.
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Summary
Over the years, the regulatory framework governing poultry biosecurity has become progressive-
ly more stringent, in response to the changing epidemiological scenario linked to outbreaks of 
Highly Pathogenic Avian Influenza (HPAI), placing increasing demands for adaptation on both 
the production sector and the Veterinary Services. This process has been further complicated by 
the transformation of the poultry sector itself, with the emergence of small mountain enterprises 
and the spread of family-run (rural) holdings, which represent potential risk factors for the entire 
production system. The present study proposes a retrospective epidemiological analysis aimed at 
evaluating the temporal evolution of biosecurity levels in 134 poultry farms located in an area of 
the province of Bergamo, over the period 2017-2025, divided into four production sectors: meat 
poultry, layers, rearing farms and rural holdings. Compliance percentages for individual items 
on the official ministerial checklists were analysed using the tenth percentile (P10), employed 
as a dynamic critical threshold to identify, year by year, the 10% least-performing items, with 
a further distinction drawn between external and internal biosecurity measures. Results for the 
industrial sector show a progressive decline in the provincial P10 from 100% (2017) to 33.33% 
(2021-2024), which should not be interpreted as an actual deterioration in the field but rather as 
a “screening effect” linked to the expansion of the checklists (from 29 to 59 items), followed by 
a recovery to 50% in 2025. External biosecurity proved to be systematically more critical than 
internal biosecurity across all sectors, with predominantly structural weaknesses (proximity to 
water sources, natural ventilation, vehicle access) accompanied, in more recent years, by internal 
management shortcomings. The rearing sector emerged as the most vulnerable, with the P10 
collapsing to 6.67% in 2025. The rural sector, assessed using a constant number of items over 
time, displayed a “bell-shaped” trend, with a marked improvement in 2021-2022 followed by 
a worrying decline in 2025. The study confirms the overall soundness of the biosecurity level 
achieved, while also highlighting how the P10 indicator represents an original and effective tool to 
support Veterinary Public Health, capable of isolating relative vulnerabilities even where absolute 
compliance levels are high. Future improvements in poultry biosecurity will depend not solely 
on the introduction of new regulatory requirements, but above all on the structural upgrading of 
farms, the strengthening of operator training, and the maintenance of continuous epidemiological 
surveillance, within an approach to biosecurity understood as a dynamic process rather than a 
static set of requirements.

INTRODUZIONE
Nel corso degli anni, gli item delle check list per la verifica dei requisiti della biosicurezza, 
hanno subito profonde modifiche, riflettendo l’evoluzione del quadro epidemiologico in rela-
zione ai focolai di Influenza Aviaria ad Alta Patogenicità (HPAI). Di conseguenza, sia il settore 
produttivo sia i Servizi Veterinari hanno profuso notevoli sforzi per adempiere a un quadro nor-
mativo in costante mutamento. Tale adeguamento risulta complesso non solo per l’entità degli 
investimenti economici richiesti dalle modifiche strutturali, ma anche per le trasformazioni del 
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settore avicolo. Si assiste, infatti, alla nascita di numerose piccole realtà di montagna destinate 
alla vendita locale di uova con un numero esiguo di capi. Parallelamente, si registra una diffu-
sione crescente degli allevamenti familiari (rurali) che, sebbene trattasi di realtà più semplici, 
possono rappresentare un concreto fattore di rischio per l’intero settore produttivo. 
Infine, queste aziende incontrano maggiori difficoltà nel soddisfare determinati requisiti.
Il presente lavoro si propone di analizzare in modo sistematico da un lato la progressiva evo-
luzione sempre più stringente della normativa e dall’altro gli sforzi di adeguamento messi in 
atto dal settore.
L’obiettivo dello studio è condurre un’analisi epidemiologica retrospettiva volta a valutare l’e-
voluzione temporale dei livelli di biosicurezza negli allevamenti avicoli ubicati in un’area della 
provincia di Bergamo, nel periodo compreso tra il 2017 e il 2025.
L’indagine è stata inoltre orientata a identificare le variazioni della conformità in relazione 
all’evoluzione del quadro normativo di riferimento, valutando l’influenza esercitata da fattori 
gestionali ed epidemiologici potenzialmente associati all’implementazione e al mantenimento 
delle misure di biosicurezza aziendale.
Attraverso l’applicazione dell’indicatore statistico del decimo percentile (P10) ai singoli item 
delle check-list ministeriali impiegate nell’ambito delle attività, lo studio si propone di monito-
rare nel tempo la soglia critica di conformità alle misure di biosicurezza previste dalla norma-
tiva vigente nelle diverse tipologie produttive del comparto avicolo, includendo allevamenti di 
polli da carne, galline ovaiole, svezzamento e rurali.

MATERIALI E METODI
I dati sono stati raccolti da allevamenti avicoli localizzati in un’area della provincia di Bergamo.
Sono stati analizzati in totale 134 allevamenti di diversi orientamenti produttivi in 7 anni (ta-
bella n.1). I dati relativi alle annualità 2019 e 2020 non sono stati inclusi nel presente studio a 
causa dell’incompletezza delle registrazioni storiche d’archivio. 
Visto il numero esiguo di allevamenti di alcuni orientamenti produttivi e/o la similitudine delle 
check-list, si è provveduto al seguente raggruppamento:
•	Allevamenti di broiler, quaglie e tacchini da carne, sono stati raggruppati sotto la voce pollame 
da carne;
•	Allevamenti rurali, di avicoli ornamentali e selvaggina, sono stati raggruppati sotto la voce rurali.

Tabella 1. Numero allevamenti avicoli analizzati nel periodo 2017-2025 con raggruppamento 
delle tipologie produttive.



67

Check-list biosicurezza

Le check-list ministeriali per la valutazione della biosicurezza sono soggette ad aggiornamenti 
con frequenza variabile. Ad esempio, negli anni 2017 e 2018 è stata utilizzata la medesima 
check-list per tutte le tipologie produttive considerate. Successivamente, a partire dal 2021, 
il numero di item previsti per gli allevamenti di pollame da carne, ovaiole e svezzamento ha 
subito un incremento significativo.
La selezione degli item oggetto di analisi è stata effettuata sulla base della loro comparabilità 
temporale e della loro rilevanza ai fini della valutazione dei livelli di biosicurezza.
L’unico orientamento produttivo per il quale sono stati considerati tutti gli item presenti nella 
check-list e il cui numero è rimasto invariato nel tempo è rappresentato dagli allevamenti rurali. 
All’interno di ogni tipologia produttiva, sono stati considerati i quesiti di biosicurezza esterna 
e interna, classificati secondo il modello proposto e da Tilli et al., 2022 e da noi modificato. 
Per la maggior parte degli item, la modalità di risposta è di tipo dicotomico, prevedendo l’at-
tribuzione di un esito positivo (“Sì”) o negativo (“No”) in funzione della conformità del re-
quisito valutato. Tali item comprendono sia obblighi normativi, sia raccomandazioni o linee 
guida finalizzate al miglioramento gestionale. Ad ogni modo, nel presente lavoro si utilizzerà 
per semplicità la terminologia “conformità/non conformità”, estendendola anche alle eventuali 
inottemperanze a raccomandazioni e/o linee guida.
Alcuni item possono essere considerati sia di biosicurezza esterna che interna, ad es. la “ven-
tilazione forzata” è stata classificata come misura di biosicurezza interna in quanto parametro 
fondamentale per il controllo della sanità della lettiera e della qualità dell’aria, fattori che con-
dizionano direttamente la persistenza e la diffusione di patogeni all’interno dei gruppi accasati. 
Per quanto concerne il comparto della produzione di uova da consumo, nelle check-list “ova-
iole”, si è scelto di adottare un approccio analitico aggregato per l’area funzionale relativa alla 
“gestione delle uova”. I singoli quesiti della check-list afferenti a questa sezione sono stati rag-
gruppati in un unico indicatore. La conformità di quest’area è stata calcolata come valore medio 
ponderato delle risposte complessive, focalizzando l’analisi sul livello di biosicurezza globale 
del processo piuttosto che sui singoli quesiti.

Analisi statistica
Ai fini dell’elaborazione dei dati, le risposte ottenute dai singoli item delle check-list sono state 
standardizzate affinché valori percentuali più elevati corrispondessero sistematicamente a un 
maggiore livello di conformità alle misure di biosicurezza. Pertanto, per i pochi item nei quali 
la risposta affermativa (“Sì”) identificava una condizione di non conformità, la percentuale di 
risposte positive è stata invertita. 
Considerato l’elevato livello di conformità riscontrata nel campione oggetto di studio, con per-
centuali di risposte favorevoli frequentemente superiori al 99%, l’analisi non è stata orientata 
alla valutazione dei valori medi di conformità, che avrebbero fornito informazioni limitate sulla 
variabilità nel corso del tempo, ma l’attenzione è stata focalizzata sull’identificazione delle 
principali aree di miglioramento della biosicurezza (approccio adattato da Tilli et al., 2022).
A tal fine, per ciascun anno di osservazione e per ciascun settore produttivo, è stato utilizzato 
come valore soglia di criticità il 10° percentile (P10) della distribuzione delle percentuali di 
conformità di ogni singolo item. Tale parametro è stato utilizzato come soglia di riferimento 
per individuare gli aspetti più critici, consentendo di isolare il 10% degli item caratterizzati 
dai livelli di conformità più bassi in quell’anno. 
Per ogni settore produttivo (pollame da carne, ovaiole, svezzamento e rurali) sono state rac-
colte le risposte degli item oggetto di valutazione nei singoli allevamenti. Per ciascun quesito 
e per ciascun anno, è stata calcolata la percentuale di risposte favorevoli. I dati così ottenuti 
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sono stati organizzati in quattro tabelle distinte, una per ciascun orientamento produttivo, 
comprendenti l’intero periodo di studio (2017–2025). A titolo esemplificativo, la tabella n. 
2 riporta la tabella dei dati elaborati per il settore degli allevamenti rurali (anni 2017-2018). 
In un primo step, è stato definito un valore soglia di riferimento a livello d’area di studio, 
calcolando il P10 annuo sull’intera popolazione dei quesiti di tutti i settori (pollame da carne, 
ovaiole, svezzamento) accorpati in un’unica matrice. Il P10 provinciale così ottenuto rappre-
senta la soglia di sbarramento utile a isolare il 10% degli item caratterizzati dai livelli di con-
formità più bassi nell’anno di riferimento. È stata fatta questa scelta per ovviare al numero 
esiguo di allevamenti per tipologia produttiva. I dati riguardanti gli allevamenti rurali per la 
peculiarità del settore, sono stati elaborati a parte.
Nel secondo step, la soglia critica del P10 provinciale è stata applicata per l’analisi dei singoli 
orientamenti produttivi, consentendo di individuare e mappare gli aspetti di biosicurezza più 
critici all’interno di ciascuno di essi. 
Le analisi e i grafici sono stati realizzati utilizzando il software Microsoft Excel® 365.

Tabella 2. Percentuali di conformità negli allevamenti avicoli rurali per ogni item analizzato 
(con indicata la misura di biosicurezza “esterna”-“interna”) per gli anni 2017-2018. Eviden-
ziati in rosso sono le percentuali inferiori al P10 risultato per quell’anno.

Biosicurezza 
esterna (E)
/ interna (I)

Item 2017 2018

I Pavimento in cemento o in materiale lavabile per facilitare 
le operazioni di pulizia e disinfezione NA 100,00%

I Pareti e soffitti pulibili NA 100,00%

I Attrezzature facilmente pulibili e disinfettabili 100,00% 100,00%

E Adeguate chiusure 100,00% 100,00%

E Idonee barriere per evitare l’ingresso non controllato di au-
tomezzi (cancelli o sbarre mobili) 100,00% 100,00%

E

Idonei strumenti per la pulizia e disinfezione delle strutture 
di allevamento,  
delle attrezzature e degli automezzi in ingresso e uscita al-
levamento, delle attrezzature e degli automezzi in ingresso 
e uscita

100,00% 100,00%

I

Ingressi dei capannoni con piazzole di carico e scarico dei 
materiali d’uso e degli animali dotate di un solido fondo 
ben mantenuto, lavabili e disinfettabili e di dimensioni mi-
nime pari all’apertura del capannone

NA NA

E Caricamento del mangime dall’esterno della recinzione NA NA

I Aree di stoccaggio dei materiali d’uso (lettiere vergini, 
mezzi meccanici ecc.) protette 100,00% 100,00%

E Presenza, all’entrata di una zona filtro dotata di spogliatoio, 
lavandini e detergenti. 100,00% 83,33%

E Presenza di calzature e tute specifiche per accesso persone 100,00% 100,00%

I
Ogni ambiente di allevamento (svezzatori) deve essere de-
limitato da pareti e dotato di proprio accesso indipendente, 
anche nel caso confini su uno o più lati con altre unità 

100,00% 100,00%
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E Adeguate recinzione 100,00% 100,00%
E Aree di alimentazione/abbeverata protette 100,00% 100,00%
E Utilizzo acqua di superficie 50,00% 100,00%

E
Accesso, all’area circostante i capannoni, solo ad automez-
zi strettamente legati all’attività di allevamento e previa 
accurata disinfezione;

100,00% 100,00%

I Esistenza programma aziendale di derattizzazione e di lotta 
agli insetti nocivi 100,00% 100,00%

E Presenza dei certificati di avvenuta disinfezione automezzi NA NA

I Uova da consumo: Imballaggi e portauova 83,33% 100,00%

E Informazioni relative alle movimentazioni corrette e pun-
tuali NA NA

E Presenza registro dei movimenti in ingresso e uscita perso-
nale, automezzi ed attrezzature NA NA

I Autocertificazione relativa all’avvenuta pulizia e disinfe-
zione allevamento prima dell’inizio di un nuovo ciclo NA NA

I Rispetto vuoto biologico NA 50%**

I Rispetto vuoto sanitario NA 50%**

E Carico degli animali morti al di fuori dell’area di alleva-
mento 80% * 16,67%

E Smaltimento effettuato da ditte autorizzate 80% * 80% *
E Presenza certificato / documento ritiro animali morti 80% * 80% *
I Lettiera/pollina stoccata in azienda 100,00% 50,00%
E Smaltimento effettuato da ditte autorizzate 0,00% 0,00%
Valore P10 P10 66,67% 43,33%

Analisi a confronto sulle misure di biosicurezza esterna/interna
Per ciascun anno di studio e per ciascun orientamento produttivo (broiler, ovaiole e svez-
zamento), è stata determinata la percentuale media degli item critici (punteggio inferiore al 
P10 provinciale). Gli item identificati come critici sono stati successivamente classificati in 
funzione della loro appartenenza alle misure di biosicurezza interna o esterna.
In particolare, per ogni anno e settore produttivo, è stata calcolata la proporzione di item 
critici rispetto al numero complessivo di requisiti valutati all’interno delle due macroaree di 
biosicurezza. La metodologia di calcolo è riportata nella tabella n.3.

Tabella 3. Percentuale di item critici in funzione della categoria di biosicurezza (esterna 
o interna).

Carne Categoria Numero di 
item analizzati

Numero item con 
punteggio basso (<P10)

Percentuale di item 
critici

2017 Esterna 17 1 = (100 x 1)/17= 5,8%
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RISULTATI

Evoluzione del benchmark di biosicurezza (p10) negli allevamenti di pollame da carne, ova-
iole e svezzamento
Sono state analizzate le percentuali di conformità per ogni tipologia di allevamento per anno 
e si è provveduto all’individuazione del Benchmark provinciale P10 annuo, indipendente-
mente dall’orientamento produttivo, sommando le tre tipologie produttive (Figura 1). L’u-
tilizzo di indicatori percentili come soglie di riferimento dinamiche trova precedenti conso-
lidati in altri ambiti della sorveglianza sanitaria veterinaria, quali i sistemi di benchmarking 
dell’uso di antimicrobici (Jensen et al., 2014) e le KPI di salute podale bovina (Kofler et al., 
2022), da cui il presente studio ha mutuato l’approccio metodologico, introducendo nello 
specifico l’applicazione del decimo percentile alla valutazione della conformità alle misure 
di biosicurezza avicola, un ambito in cui - a nostra conoscenza - tale parametro non era an-
cora stato impiegato.
L’analisi della distribuzione delle conformità nell’area oggetto di studio evidenzia un pro-
gressivo peggioramento dello standard minimo di biosicurezza. Come riportato in Figura 
1, il valore del decimo percentile, utilizzato come soglia per l’identificazione degli item più 
critici, è diminuito dal 100% nel 2017 al 50% nel 2025. Ciò indica che nel 2017, a fronte di 
un numero limitato di quesiti inseriti nella checklist, anche gli item meno performanti regi-
stravano il 100% di risposte favorevoli. Nel 2025, invece, a seguito dell’ampliamento del 
numero di item (59), il 10% dei quesiti più critici ha registrato una percentuale di risposte 
favorevoli pari o inferiore al 50%. Più che un abbassamento delle performance reali, questo 
trend evidenzia la maggiore severità e capacità di screening del nuovo sistema di monitorag-
gio (check-list con maggior numero di item), capace di intercettare vulnerabilità prima non 
considerate.

Figura 1. Analisi del P10 provinciale dal 2017 al 2025 negli allevamenti di pollame da carne, 
ovaiole e svezzamento.
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Nei primi due anni di rilevazione, il numero di item analizzati è ridotto (29 item). Il valore del 
P10 si attesta su livelli molto alti (100,00% nel 2017 e 80,00% nel 2018).
A partire dal 2021 si nota una netta inversione di tendenza. Il numero di item analizzati sale 
nettamente (n.46 - 59), mentre il P10 crolla bruscamente, pari a 33,33% nel 2021, nel 2023 
e nel 2024.
A parità di pressione di controllo (59 item analizzati, il valore massimo nel corso degli anni 
oggetto di studio), la linea del P10 sale al 50,00%.
Di seguito si riporta la Figura 2 riguardante la distribuzione in percentuale delle conformità 
negli anni per gli allevamenti pollame da carne, ovaiole e svezzamento.

Figura 2. Grafico sulla distribuzione percentuale delle conformità negli anni per gli alleva-
menti pollame da carne, ovaiole e svezzamento.
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Utilizzando il P10 provinciale calcolato per anno per ogni orientamento produttivo come 
parametro di riferimento, è stato possibile mappare le aree di debolezza specifica per ogni 
settore. In tabella 4 sono riportati i valori di P10 per anno per pollame da carne, ovaiole e 
svezzamento. Infine, sono stati individuati per ogni anno e per categoria i quesiti uguali o 
inferiori al rispettivo P10 provinciale indicati nelle seguenti Figure 3(a, b, c).

Tabella 4. P10 per anno per orientamento produttivo.
Anno Pollame da carne Ovaiole Svezzamento
2017 100% 100% 100%
2018 86% 100% 77%
2021 50% 33,33% 50%
2022 69% 25% 42,50%
2023 56% 33,33% 33,33%
2024 71,43% 33,33% 33,33%
2025 100% 50% 6,67%
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Figura 3.a. Item di biosicurezza “critici” rilevati nel pollame da carne.
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Figura 3.b. Item di biosicurezza “critici” rilevati nelle ovaiole.
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Figura 3.c.. Item di biosicurezza “critici” rilevati in allevamenti di svezzamento.
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Confronto dell’andamento delle misure di biosicurezza esterna e interna
Nella seguente Figura 4, viene messo a confronto l’andamento delle misure di biosicurezza 
esterna con quelle di biosicurezza interna per i vari settori produttivi per anno.

Figura 4. Distribuzione degli item critici delle misure di biosicurezza esterna e quelle di 
biosicurezza interna per tipologia produttiva per anno.
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In linea generale, la biosicurezza esterna presenta picchi significativi, arrivando a superare il 
45% di item sotto la soglia nel 2021 e mantenendosi più alta nel 2023 per stabilizzarsi al di 
sotto del 30% negli anni 2024-2025 a discapito di quella interna. Questo indica che le misure 
legate ai confini aziendali, alla gestione degli automezzi, alle recinzioni e alle procedure di 
ingresso (tutto ciò che impedisce ai patogeni di entrare nell’allevamento) rappresentano il 
punto critico nell’area analizzata ad eccezione degli ultimi due anni di studio.
Nel 2024 si registra il picco massimo della biosicurezza interna raggiungendo il punto più 
alto in assoluto dell’intero periodo di studio. Questo picco è trainato in modo massiccio dal 
settore delle galline ovaiole (la porzione arancione è larghissima) e dagli svezzatori.
Nel 2025 si osserva un netto miglioramento generale rispetto al 2024. Le criticità esterne 
quasi si dimezzano, distribuite equamente tra i tre settori, la biosicurezza interna sebbene sia 
coinvolta da un miglioramento rispetto all’anno precedente raggiunge un picco più alto di 
quella esterna.

EVOLUZIONE DEL BENCHMARK DI BIOSICUREZZA (P10) NEGLI ALLEVAMENTI RURALI
Sono state analizzate le percentuali di conformità negli allevamenti rurali per anno e si è 
provveduto all’individuazione del Benchmark provinciale P10 annuo (Figura 5).
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Figura 5. Analisi del P10 provinciale dal 2017 al 2025 negli allevamenti rurali.

L’analisi della distribuzione delle conformità a livello provinciale, a differenza degli 
allevamenti industriali analizzati, rappresenta una forma a “campana”, altalenante con 
tre fasi specifiche:

2017 - 2018 : si parte da un P10 del 66,67% che crolla bruscamente al 43,33% nel 2018, 
segno di forti criticità iniziali sui quesiti più complessi.

2021 – 2023: si registra un miglioramento eccezionale. Il P10 sale al 63,33% nel 2021 e 
tocca il suo picco massimo nel 2022 con l’85,71%, mantenendosi altissimo anche nel 2023 
(83,33%). 

2024 - 2025: Negli ultimi due anni si assiste a una netta e preoccupante inversione di tenden-
za. Il P10 scende prima al 74,28% nel 2024 e poi precipita al 48,89% nel 2025.

DISTRIBUZIONE DELLE INOSSERVANZE NEL SETTORE RURALE
Utilizzando il P10 provinciale come parametro di riferimento, è stato possibile mappare le 
aree di debolezza specifica. Sono stati individuati per ogni anno i quesiti uguali o inferiori al 
P10 provinciale, indicati nella sottostante Figura 6.
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Figura 6. Inosservanze nel settore rurale per anno. 
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Dal grafico si evince che il parametro “smaltimento tramite ditte autorizzate della pollina”, 
“carico degli animali morti fuori dall’area di allevamento” e “smaltimento dei morti” nel 
corso degli anni è il requisito meno rispettato, seguito dalla presenza di una zona filtro 
(2022, 2024). 

DICUSSIONE
Come già illustrato nel capitolo dedicato alla biosicurezza, nel corso degli anni il concetto 
stesso di biosicurezza in ambito avicolo ha subito una significativa evoluzione, con la pro-
gressiva introduzione di misure sempre più stringenti e di strumenti di valutazione maggior-
mente articolati (Dewulf, & Van Immerseel, 2018; Duarte et al., 2025).
In una fase iniziale, l’attenzione era rivolta principalmente alle aree caratterizzate da elevata 
densità avicola. Successivamente, anche in seguito ai numerosi episodi di influenza aviaria 
verificatisi sul territorio nazionale, si è assistito a una progressiva riduzione della soglia di 
tolleranza nei confronti dei fattori di rischio (Tilli et al., 2022). Ciò si riflette in un maggior 
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numero di item inseriti nelle check-list ministeriali, che proporzionalmente ha fatto sì che in 
questo lavoro si considerassero dal 2017 al 2025 un maggior numero di quesiti che indagano 
le misure di biosicurezza (da 29 nel 2017 a 59 nel 2025).
A conferma di questo cambiamento e di aumento di attenzione nei confronti di vari requisiti 
di biosicurezza, si evidenzia negli anni 2017 - 2018 uno scenario apparentemente ottimale, 
ma legato a una check-list contenente pochi item, probabilmente concentrati sui requisiti 
base. Di conseguenza, anche il 10% dei quesiti “più critici” registrava altissimi tassi di con-
formità negli allevamenti.
Il crollo della linea arancione (Figura 1) a partire dal 2021 non deve essere interpretato come 
un peggioramento reale sul campo, bensì come un “effetto screening”. L’introduzione di 
nuovi item nella check-list ministeriale, più specifiche, stringenti e l’anno in questione coin-
cide con un nuovo avvicendamento gestionale dell’area territoriale presa in esame. Questi 
due aspetti hanno fatto emergere le reali criticità del territorio (con un P10=33,33%). Dopo 
una lieve ripresa nel 2022 si evidenzia, un ulteriore calo con lo stabilizzarsi di un plateau 
al 33,33% negli anni 2023 – 2024. Questo andamento coincide temporalmente con l’evo-
luzione del quadro normativo, in particolare con l’entrata in vigore del Decreto 30 maggio 
2023 (Modalità applicative delle misure di biosicurezza negli allevamenti avicoli). Il decreto, 
infatti entrato in vigore a luglio 2023, concedeva agli operatori 12 mesi per adeguarsi; di con-
seguenza, l’obbligatorietà delle misure più restrittive è diventata effettiva a partire da luglio 
2024, giustificando la persistenza della soglia critica sui livelli minimi.
Nel 2025, a parità di pressione di controllo (59 item analizzati, il valore massimo di quesiti 
nel corso degli anni oggetto di studio), la linea del P10 sale al 50,00%. Questo incremento 
dimostra l’efficacia del monitoraggio continuativo nel medio-lungo periodo. Nonostante la 
severità della check-list sia rimasta elevata, probabilmente gli allevamenti meno virtuosi han-
no iniziato ad adeguarsi.

Analizzando i singoli settori produttivi, nel settore del pollame da carne (Figura 3.a) permette 
di comprendere la natura delle non conformità territoriali. 
Negli anni 2017, 2021, 2022, 2023, il sistema ha intercettato problematiche di natura struttu-
rale, più legate probabilmente alla presenza di allevamenti con strutture datate: presenza di 
edifici non di pertinenza dell’allevamento, fonti d’acqua vicine all’allevamento e carico di 
silos non dall’esterno dell’allevamento.
Negli anni più recenti (2024-2025), desta particolare preoccupazione pratiche gestionali in-
terne scorrette, quali la fresatura della lettiera in corso di ciclo e la movimentazione routina-
ria di animali tra capannoni diversi. Queste evidenze indicano che, gli sforzi futuri dovranno 
concentrarsi sulla formazione degli operatori e sul rigido rispetto delle procedure di biosicu-
rezza interna durante il ciclo produttivo.
Nel comparto delle ovaiole, una delle principali criticità emerse negli anni 2022-2025 è la 
carenza di una ventilazione forzata. Ciò dimostra la persistenza di quote di allevamenti legati 
a sistemi di aerazione naturale, epidemiologicamente meno protetti. A questa problematica 
si sono aggiunti nel periodo più recente (2024-2025) il mancato adeguamento dei sistemi di 
abbattimento delle polveri e la persistente necessità per gli automezzi del mangime di acce-
dere all’interno del perimetro aziendale per il carico dei silos (item critico al 50% nel 2025).

L’analisi statistica degli item critici negli allevamenti di svezzamento evidenzia una spiccata 
vulnerabilità epidemiologica, culminato nel 2025 con il crollo della soglia critica del P10 al 
6,67%. Il settore dello svezzamento mostra infatti nel biennio più recente (2024-2025) l’in-
sorgenza di gravissime non conformità prossime allo 0% sugli item relativi alla presenza di 
altre specie sensibili (tacchini/selvaggina) e alla reintroduzione di volatili da fiere e mercati, 
che espone il comparto a un rischio elevatissimo di introduzione di patogeni.
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A queste criticità comportamentali si sommano carenze strutturali e gestionali come per gli 
altri settori: la mancanza di sistemi di ventilazione esclusivamente forzata e la vicinanza a 
fonti d’acqua superficiali si confermano come elementi di criticità cronica dal 2021 al 2025.
In linea generale per tutto il comparto industriale analizzato, la biosicurezza esterna presenta 
picchi significativi, arrivando a superare il 45% di item sotto la soglia nel 2021 e abbassan-
dosi nel 2024 e nel 2025. Questo indica che le misure legate ai confini aziendali, alla gestione 
degli automezzi, alle recinzioni e alle procedure di ingresso (tutto ciò che impedisce ai pato-
geni di entrare nell’allevamento) rappresentano il punto critico nell’area analizzata in 5 anni 
su 7; un pattern coerente con quanto osservato a livello europeo, dove la biosicurezza esterna 
risulta sistematicamente meno performante di quella interna (Van Limbergen et al., 2018).
La biosicurezza esterna rappresenta le misure che impediscono ai patogeni di entrare in 
azienda, diversamente quella interna impedisce la diffusione del patogeno all’interno dell’al-
levamento (tra gruppi di animali) (Gelaude et al., 2014). 
La costante prevalenza di criticità nella biosicurezza esterna riflette vulnerabilità strutturali 
di difficile risoluzione e comuni a più settori, quali la vicinanza a fonti d’acqua superficiali, 
le carenze nei sistemi di ventilazione forzata e le interferenze nei flussi logistici dei mezzi di 
rifornimento dei mangimi. Questo dato è coerente con quanto documentato in altri contesti 
europei, dove gli allevamenti con accesso all’aperto o ventilazione naturale mostrano un ri-
schio significativamente maggiore di introduzione di virus influenzali aviari rispetto a quelli 
con ventilazione forzata, così come la vicinanza a corsi d’acqua superficiali (Bouwstra et al., 
2017). 
Negli ultimi anni (2024-2025) è la biosicurezza interna a mostrare picchi più alti, a differenza 
di quella esterna che si abbassa notevolmente.
Quanto sopra riportato trova una duplice spiegazione, sia di natura logistica sia di ordine 
ispettivo.
Da un lato, le misure esterne sono intrinsecamente legate a vincoli strutturali e ambienta-
li difficilmente modificabili nel breve periodo (quali, ad esempio, l’ubicazione geografica 
dell’azienda in prossimità di fonti d’acqua superficiali). Al contrario, le procedure interne 
appaiono teoricamente di più semplice e immediata risoluzione, poiché spesso legate a scelte 
organizzative o a investimenti minori.
Dall’altro lato, occorre considerare un limite legato all’attività di vigilanza in campo: mentre 
gli elementi strutturali della biosicurezza esterna sono facilmente standardizzabili e verifica-
bili dal Veterinario Ufficiale durante l’ispezione, le misure gestionali interne (come il reale 
rispetto dei flussi di personale) sono di complessa e difficile valutazione oggettiva. Esse si 
basano su comportamenti quotidiani che possono sfuggire alla fotografia istantanea del con-
trollo ufficiale e che quindi richiedono più tempo per essere indagate.
A differenza del settore industriale, il monitoraggio degli allevamenti rurali (familiari) si è 
basato su un numero costante di 29 item per tutto il periodo 2017-2025. Quindi le oscillazioni 
del P10 sono interpretabili come reali cambiamenti del livello di biosicurezza sul campo. 

L’andamento del P10 riflette chiaramente le tappe gestionali e normative del periodo: il bien-
nio 2021-2022 mostra un netto e progressivo miglioramento delle misure di biosicurezza. 
Questo trend positivo coincide, così come per il settore industriale, sia con un nuovo avvi-
cendamento gestionale nel 2021, che ha impresso una maggiore attenzione al comparto, sia 
con l’introduzione del D.Lgs. n. 134/2022, che ha permesso di mappare e valutare numerose 
piccole realtà precedentemente escluse dai programmi di sorveglianza.

Nel 2025 si registra un’inversione di tendenza, indice di un calo di attenzione o di una intrin-
seca difficoltà strutturale nel mantenere gli standard raggiunti. Vigilare sul comparto rurale 
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resta un pilastro fondamentale per proteggere l’intero settore commerciale e prevenire la 
diffusione di patologie respiratorie, specialmente nelle aree ad alta densità avicola (Derksen 
et al., 2018; Felice et al., 2020).
È opportuno evidenziare che il Decreto 30 maggio 2023, recante le modalità applicative 
delle misure di biosicurezza negli allevamenti avicoli, ha introdotto specifici requisiti per gli 
allevamenti rurali, tra cui l’obbligo di alimentare e abbeverare il pollame al chiuso o sotto 
adeguate coperture, la protezione di mangimi e lettiere dal contatto con l’avifauna selvatica e 
la disponibilità di strutture idonee al ricovero degli animali in caso di emergenze epidemiche.
Poiché tali requisiti non figurano tra gli item maggiormente non conformi emersi nel presente 
studio, si può ragionevolmente ritenere che essi siano stati generalmente rispettati dagli alle-
vamenti familiari inclusi nell’indagine. 

CONCLUSIONI
Trattandosi di uno studio osservazionale retrospettivo descrittivo, uno dei punti critici è che 
i dati analizzati derivano da controlli eseguiti da diversi operatori del Servizio Veterinario. 
Sebbene la pluralità dei rilevatori introduca una possibile variabilità inter-operatore, l’utiliz-
zo di una check-list standardizzata garantisce comunque una sostanziale coerenza e confron-
tabilità delle osservazioni raccolte.
Nel complesso, i risultati ottenuti evidenziano un livello di biosicurezza soddisfacente negli 
allevamenti campione. Le principali non conformità rilevate risultano prevalentemente asso-
ciate a limiti strutturali storici o a carenze gestionali.
Il presente lavoro evidenzia inoltre il possibile utilizzo dell’analisi del decimo percentile 
come strumento di supporto alla Sanità Pubblica Veterinaria. Anche in presenza di eleva-
te percentuali assolute di conformità, l’analisi dei percentili consente infatti di identificare 
gli item relativamente meno performanti e, quindi, le potenziali vulnerabilità del sistema. 
L’estensione dell’analisi all’intero territorio provinciale potrebbe consentire di focalizzarsi 
sulle principali criticità attraverso cui agenti patogeni potrebbero introdursi o diffondersi nel 
comparto avicolo. 
Alla luce dei risultati ottenuti, emerge come il miglioramento della biosicurezza futura non 
dipenderà esclusivamente dall’introduzione di nuove prescrizioni normative, ma soprattutto 
dalla capacità di adeguare progressivamente le strutture esistenti, rafforzare la formazione 
degli operatori e mantenere elevato il livello di sorveglianza epidemiologica. In un contesto 
caratterizzato dalla circolazione dei virus influenzali nell’avifauna selvatica, la biosicurezza 
deve essere considerata non come un insieme statico di requisiti, ma come un processo di-
namico di gestione del rischio, continuamente adattato all’evoluzione dello scenario epide-
miologico.
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Summary
This study traces the progressive development of in vitro models used to assess the anti-
coccidial activity of thyme essential oil, characterized by the phenolic compounds thymol 
and carvacrol. Three complementary platforms were employed: (1) a dual-model invasion 
assay on both MDBK and primary chicken intestinal epithelial cells (cIEC), with cytokine 
profiling and scanning electron microscopy (2023); (2) a schizogony development assay on 
MDBK using image analysis and qPCR (2024); and (3) a bioluminescence-based platform 
employing a transgenic E. tenella strain expressing NanoLuciferase (NLuc) (2026). Across 
all platforms, thyme essential oil consistently demonstrated significant anticoccidial activi-
ty, with the technological evolution enabling increasingly precise and biologically relevant 
quantification.

INTRODUZIONE
La coccidiosi aviaria, causata da Eimeria spp., rappresenta una delle principali patologie 
del pollame a livello mondiale, con costi stimati superiori ai 13 miliardi di dollari annui. 
La crescente resistenza agli anticoccidici convenzionali e le restrizioni normative sull’uso 
degli antibiotici hanno stimolato l’interesse verso composti botanici, tra cui l’olio essenziale 
di timo (TEO), caratterizzato dalla presenza dei fenoli monoterpenici timolo e carvacrolo. 
Parallelamente, la necessità di metodi di screening conformi ai principi delle 3R ha guidato 
lo sviluppo di modelli in vitro progressivamente più sofisticati. Il presente lavoro sintetizza 
i risultati ottenuti sull’olio di timo attraverso quattro studi originali e una revisione metodo-
logica condotti tra il 2023 e il 2026, tracciando un excursus evolutivo dei modelli in vitro 
impiegati.

MATERIALI E METODI
Lo studio ha impiegato tre modelli in vitro per valutare l’attività anticoccidica del TEO (40 
ppm) nei confronti di E. tenella, lungo il corso del suo ciclo di vita intracellulare. Il trat-
tamento è stato applicato, in tutti gli studi, per tutta la durata dell’esperimento, partendo 
dall’infestazione. 

Studio 1
Nel primo studio [1] le cellule MDBK sono state coltivate in terreno completo e seminate in 
piastre a 96 well fino a confluenza completa. Le cellule epiteliali intestinali di pollo (cIEC) 
sono state isolate da embrioni SPF di 19 giorni, digerite enzimaticamente e coltivate su Ma-
trigel con specifici fattori di crescita; dopo 5 giorni hanno raggiunto la confluenza e sono state 
utilizzate per l’infezione.
Per il saggio di invasione, gli sporozoiti di E. tenella sono stati purificati e inoculati sulle cel-
lule a una concentrazione di 2x104 sporozoiti/well. Dopo 24 ore, sono stati raccolti campioni 
per quantificare gli sporozoiti extracellulari e analizzare il DNA/RNA delle cIEC. La qPCR 
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ha permesso la quantificazione del parassita (gene ITS-1), mentre la RT-PCR ha valutato 
l’espressione di citochine infiammatorie (IL1β, IL6, IL8, IL10), normalizzata su geni hou-
sekeeping con metodo 2^ΔΔCt.

Studio 2
Nel secondo studio [2] è stato utilizzato un ceppo di E. tenella transgenico esprimente il gene 
mCitrine, un reporter fluorescente. Cellule MDBK sono state coltivate in piastre a 96 well 
prima dell’infezione e gli sporozoiti di E. tenella sono stati aggiunti alle cellule con o senza 
trattamenti a una concentrazione di 1x105 sporozoiti/well. Dopo 4 ore, sono stati rimossi 
quelli non invasivi e il mezzo di coltura è stato rinnovato. I campioni sono stati raccolti a 24, 
48, 72 e 96 hpi post-infezione, inquadrando così la finestra di sviluppo corrispondente alla 
prima schizogonia. Il DNA è stato estratto e analizzato tramite qPCR per quantificare il pa-
rassita, misurando il numero di genomi aploidi tramite il gene 5S rDNA. Altri well sono stati 
fissati con paraformaldeide e sono stati osservati al microscopio a fluorescenza e analizzati 
con ImageJ tramite una procedura semi-automatica. Grazie al segnale fluorescente riconduci-
bile in modo specifico al parassita l’analisi ha permesso di identificare numero e dimensioni 
delle particelle fluorescenti, distinguendo così gli stadi intracellulari. La crescita generale del 
parassita è stata valutata calcolando l’area media delle particelle per campo.

Studio 3
Nel terzo studio [3], la linea EtNluc è stata ottenuta tramite inserimento del gene della NLuc 
codificante una nanoluciferasi e selezione di parassiti fluorescenti con FACS sorting. Le cel-
lule MDBK sono state coltivate e infettate con sporozoiti a una dose di 2x105 sporozoiti/
well; la bioluminescenza è stata misurata in relative light units (RLU) come indicatore della 
presenza e crescita del parassita. L’efficienza di invasione è stata calcolata confrontando i 
segnali RLU tra campioni trattati e controllo, mentre la replicazione è stata stimata tramite la 
pendenza della curva di crescita tra 2 e 72 h post-infezione.

RISULTATI
La Tabella 1 riassume i principali risultati ottenuti nella caratterizzazione del TEO come an-
ticoccidico. Nello studio 1 [1], il TEO ha ridotto l’infestazione del 37% nelle cellule MDBK 
e del 29% nelle cIEC a 24 hpi rispetto al controllo infetto. La quantificazione del DNA in-
tracellulare di E. tenella in qPCR ha confermato una riduzione significativa del 52% nelle 
cIEC. L’analisi dell’espressione genica delle citochine ha evidenziato una modulazione della 
risposta infiammatoria locale, con riduzioni del 21% per IL-6, del 41% per IL-8 e del 47% 
per IL-10. L’analisi morfologica degli sporozoiti al SEM ha mostrato una riduzione signifi-
cativa dell’area del 20% rispetto al controllo. Nello studio sulla schizogonia [2], l’effetto del 
TEO è risultato trascurabile a 24 hpi (–4% all’analisi di immagine), per diventare marcato e 
sostenuto a partire da 48 hpi, con riduzioni dell’area fluorescente media del 64% e del 62% 
rispettivamente a 48 e 72 hpi. La quantificazione del DNA parassitario in qPCR ha evidenzia-
to un’inibizione dello sviluppo ancora più netta, con riduzioni del 68% a 24 hpi, del 86% a 48 
hpi, del 87% a 72 hpi e del 86% a 96 hpi. Nella piattaforma bioluminescente [3], il TEO ha 
ridotto il segnale NLuc del 84% a 72 hpi, confermando un’inibizione progressiva e sostenuta 
dello sviluppo intracellulare di E. tenella.
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Reference Modello 
cellulare 

Parassita Endpoint Metodica Dati ottenuti con 
TEO (vs controllo) 

 

Felici et al 
2023 [1] 

MDBK e 

cIEC 

E. tenella 24 hpi Conteggio degli 
sporozoiti rimasti nel 
surnatante  

↓37% di 
infestazione in 
MDBK; * 

↓29% di 
infestazione in 
cIEC;  

 

 cIEC  24 hpi Quantificazione del 
DNA intracellulare di E. 
tenella in qPCR 

↓52 % del DNA di 
E. tenella * 

 

 cIEC  24 hpi Analisi di espressione 
genica citochine (fold of 
change) 

↓21% di 
espressione di IL6 

↓41% di 
espressione di IL8* 

↓47% di 
espressione di IL10 

 

 NA  24 hpi Analisi morfologica 
degli sporozoiti in SEM 
(Area µm2) 

↓20% dell’area*  

Felici et al 
2024 [2] 

MDBK E. tenella 
con 
mCitrine 

24, 48, 72, 
96 hpi 

Sviluppo intracellulare 
con analisi di immagine 
automatizzata (area 
media) 

↓4% a 24 hpi 

↓64% a 48 hpi* 

↓62% a 72 hpi* 

↓43% a 96 hpi 

 

    Quantificazione del 
DNA intracellulare di E. 
tenella in qPCR 

↓68% a 24 hpi* 

↓86% a 48 hpi* 

↓87% a 72 hpi* 

↓86% a 96 hpi* 

 

Felici et al 
2026 [3] 

MDBK E. tenella 
con NLuc 

2 e 72 hpi Misurazione della 
bioluminescenza (RLU) 

↓0% 
dell’infestazione a 2 
hpi)* 

↓84% dello 
sviluppo a 72 hpi)* 

 

Tabella 1. Principali risultati ottenuti nei tre studi sull’effetto anticoccidico di TEO contro E. tenella. L’asterisco 
indica una differenza significativa rispetto al controllo non trattato. 

 
DISCUSSIONE 
I tre studi analizzati rappresentano tappe distinte di un percorso metodologico. Il punto di partenza [1] ha 
combinato due modelli cellulari di diversa origine, ovvero la linea continua eterologa MDBK, nota in letteratura 
come il modello di riferimento per gli studi in vitro, e le cIEC, corrispondenti al bersaglio naturale del parassita. 
In questo studio, alla conta degli sporozoiti nel surnatante è stata affiancata una quantificazione molecolare in 
qPCR in cellule specie specifiche e una caratterizzazione immunitaria (citochine) e morfologica (SEM) 
dell’effetto del TEO. Questo approccio multi-endpoint ha rappresentato un salto qualitativo rispetto ai saggi di 
invasione monoparametrici, introducendo la dimensione della risposta dell'ospite come variabile misurabile. 
Inoltre, il dato morfologico ha permesso di visualizzare e quantificare l’effetto diretto del TEO sul parassita al suo 
stadio invasivo, denotando una relazione con la diminuita invasione. Sporozoiti più piccoli rispetto al controllo 
sono meno invasivi, probabilmente a causa di un danno esercitato dal TEO sulla membrana cellulare del parassita. 

Tabella 1. Principali risultati ottenuti nei tre studi sull’effetto anticoccidico di TEO contro E. 
tenella. L’asterisco indica una differenza significativa rispetto al controllo non trattato.
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DISCUSSIONE
I tre studi analizzati rappresentano tappe distinte di un percorso metodologico. Il punto di par-
tenza [1] ha combinato due modelli cellulari di diversa origine, ovvero la linea continua etero-
loga MDBK, nota in letteratura come il modello di riferimento per gli studi in vitro, e le cIEC, 
corrispondenti al bersaglio naturale del parassita.
In questo studio, alla conta degli sporozoiti nel surnatante è stata affiancata una quantificazione 
molecolare in qPCR in cellule specie specifiche e una caratterizzazione immunitaria (citochine) 
e morfologica (SEM) dell’effetto del TEO. Questo approccio multi-endpoint ha rappresentato 
un salto qualitativo rispetto ai saggi di invasione monoparametrici, introducendo la dimensione 
della risposta dell’ospite come variabile misurabile. Inoltre, il dato morfologico ha permesso di 
visualizzare e quantificare l’effetto diretto del TEO sul parassita al suo stadio invasivo, deno-
tando una relazione con la diminuita invasione. Sporozoiti più piccoli rispetto al controllo sono 
meno invasivi, probabilmente a causa di un danno esercitato dal TEO sulla membrana cellulare 
del parassita.
Il secondo studio [2] ha spostato il focus dalla fase di invasione allo sviluppo intracellulare, 
estendendo il range temporale fino a 96 hpi e introducendo l’analisi di immagine automatizzata 
come strumento oggettivo per la quantificazione della schizogonia. La quantificazione del DNA 
parassitario e l’analisi della fluorescenza media rivela un’inibizione precoce e quasi totale già 
a 48 hpi. In questo studio l’unione di una metodica molecolare con un’analisi di immagine ha 
permesso di ottenere un dato il più oggettivo possibile, mediando tra le limitazioni della plura-
lità di passaggi per la prima e soggettività per la seconda.
Il terzo studio [3] ha rappresentato il salto tecnologico più significativo, introducendo un ceppo 
transgenico di E. tenella esprimente NLuc. Questa piattaforma ha eliminato la necessità di 
microscopia e qPCR, sostituendole con una misurazione continua, automatizzata e operato-
re-indipendente della replicazione parassitaria. La riduzione del segnale NLuc del 84% a 72 
hpi ottenuta con TEO è in linea con i dati di qPCR precedentemente ottenuti, suggerendo una 
buona coerenza tra i modelli. Nel complesso, l’evoluzione metodologica descritta contribuisce 
a rendere lo screening di molecole botaniche più rigoroso e riproducibile, pur nella consape-
volezza che i risultati ottenuti in vitro non possono essere direttamente estrapolati all’efficacia 
in vivo, i quali rimangono necessari per la validazione definitiva dei candidati più promettenti.

CONCLUSIONE
L’insieme dei dati raccolti nei tre studi dimostra che il TEO esercita un’attività anticoccidica 
significativa e riproducibile nei confronti di E. tenella, con effetto prevalente sullo sviluppo 
intracellulare rispetto alla fase di invasione. L’evoluzione metodologica, dalla conta degli spo-
rozoiti alla piattaforma NLuc, ha progressivamente aumentato risoluzione, obiettività e throu-
ghput dello screening, validando al contempo i modelli in vitro come strumenti conformi alle 
3R per la selezione di molecole botaniche in alternativa agli anticoccidici convenzionali, prima 
della conferma sperimentale in vivo.
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Summary
Infectious bursal disease virus (IBDV) is a major cause of immunosuppression in poultry 
worldwide. Genotypic classification based on sequencing of VP2 and VP1 has improved 
our understanding of its epidemiology but requires high-quality sequences and phylogenet-
ic analyses. We developed an alignment-free machine-learning approach to rapidly assign 
IBDV genogroups using commonly sequenced regions of VP2 and VP1. A curated dataset of 
5,765 segment A and 1,503 segment B sequences, previously genogrouped by phylogenetic 
analysis, was encoded as 6‑mer frequency profiles and analysed using Random Forest (RF), 
Artificial Neural Network (ANN) and Support Vector Machine (SVM) classifiers. RF and 
ANN achieved near-perfect performance and were robust to sequence degradation, tolerating 
up to 10% ambiguous bases and gaps, whereas SVM performed less well. Classification 
accuracy decreased markedly outside the validated VP2 and VP1 regions, underscoring the 
need for standardised PCR targets. The RF model was implemented in a publicly available 
web‑platform enabling rapid genogroup assignment directly from FASTA files, without 
alignment or phylogenetic inference. This approach provides a fast and reliable alternative to 
traditional phylogenetic methods for IBDV genotyping, facilitating routine diagnostics and 
surveillance.

INTRODUZIONE
La bursite infettiva (IBD) rappresenta una malattia immunosoppressiva che causa consistenti 
perdite economiche nel settore avicolo, poiché aumenta la suscettibilità ad altre infezioni e 
riduce l’efficacia vaccinale 1,2. L’agente eziologico, il virus della bursite infettiva (IBDV), 
appartiene alla famiglia Birnaviridae e possiede un genoma a doppio filamento di RNA sud-
diviso in due segmenti: il segmento A, che codifica la proteina capsidica VP2, la proteina 
VP3 con funzione di scaffolding, la proteasi VP4 e la non strutturale VP5, e il segmento B, 
che codifica la polimerasi virale VP1 1. Soltanto il sierotipo 1 è patogeno per i polli, tuttavia 
la grande variabilità genetica generata dagli alti tassi di mutazione, ricombinazione e rias-
sortimento ha portato all’emergere di numerosi varianti, tradizionalmente rinominate ceppi 
classici, very virulent e antigenic variant 3–5. Tuttavia, le classificazioni basate sulla patogeni-
cità non riflettono adeguatamente la complessità dell’eterogeneità genetica. I progressi nella 
disponibilità delle tecniche di sequenziamento hanno consentito lo sviluppo e l’applicazione 
di efficaci approcci di classificazione basati sul genotipo. I primi tentativi si basavano sulla 
regione ipervariabile di VP2, a causa del suo ruolo primario nell’antigenicità, nel tropismo 
cellulare e nella virulenza, portando all’identificazione di sette genotipi (G1-G7) all’interno 
del sierotipo 1. Successivamente, le crescenti evidenze a supporto della rilevanza di VP1 
nella determinazione della patogenicità hanno portato alla sua inclusione negli schemi di 
classificazione dell’IBDV. Islam et al. hanno proposto un sistema di classificazione basato 
sulla regione ipervariabile di VP2 e sulla regione B-marker di VP1, che ha portato alla defi-
nizione di nove genogruppi VP2 (A1, classico; A2, variante antigenica statunitense; A3, very 
virulent; A4, dIBDV; A5, atipico messicano; A6, atipico italiano; A7, australiano precoce; 
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A8, variante australiana; e A0, sierotipo 2) e cinque genogruppi VP1 (B1, classical-like; B2, 
very virulent-like; B3, early australian-like; B4, polacco e tanzaniano; e B5, nigeriano), le 
cui combinazioni definiscono il genotipo 6. Più recentemente, è stato identificato un ulteriore 
genogruppo VP2 (A9, portoghese) 7. All’interno dei genogruppi, in alcuni casi sono stati 
mantenuti dei sottocladi; in particolare, A1a e A1b identificano rispettivamente i ceppi clas-
sici virulenti e quelli attenuati 6. Parallelamente, Wang et al. 5,8 hanno proposto una classifica-
zione basata su criteri analoghi, definendo lo stesso numero di genogruppi VP2 (A1-A8, AII) 
e VP1 (B1-B4, BII). Sebbene i due sistemi siano in larga misura sovrapponibili, sono presenti 
alcune discrepanze in entrambi i segmenti: A1a e A1b vengono considerati due genogruppi 
distinti (A1 e A8); i due genogruppi australiani di VP2 vengono raggruppati in un unico 
gruppo A7; il genogruppo nigeriano B5 non viene considerato, mentre i ceppi appartenenti 
al sierotipo 2 vengono collocati in un genogruppo dedicato (BII). Inoltre, il genogruppo A2 
viene ulteriormente suddiviso in quattro lineaggi, consentendo di distinguere tra le varianti 
antigeniche statunitensi (A2a-A2c) e le nuove varianti antigeniche emergenti (A2d) 5.
Sebbene la progressiva standardizzazione di questa nomenclatura abbia favorito la compren-
sione dell’epidemiologia globale, la loro applicazione nelle routine diagnostiche è limitata 
dalla necessità di sequenze di alta qualità, dataset di riferimento curati e analisi filogenetiche 
dispendiose in termini di tempo ed esperienza. Pertanto, vi è la necessità di metodi rapidi e 
affidabili che richiedano competenze e risorse minime.

MATERIALI E METODI
Dataset
Le sequenze di riferimento fornite da Islam et al. 6 e Wang et al. 8 per i segmenti A e B sono 
state scaricate e annotate con il corrispondente genogruppo secondo la classificazione pro-
posta da Islam et al. (2021), con la sola aggiunta della suddivisione dei ceppi A2 in varianti 
antigeniche statunitensi (US variant) e nuove varianti antigeniche (novel variant), corrispon-
denti rispettivamente ai lineaggi A2a-c e A2d secondo Wang et al. (2021). Le sequenze sono 
state allineate con MAFFT 9 e tagliate per includere la regione ipervariabile di VP2 (nucleo-
tidi 785–1150) e la regione B‑marker di VP1 (nucleotidi 328–834). Ulteriori sequenze VP2 
e VP1 disponibili in GenBank sono state scaricate, allineate e sottoposte a trimming; quelle 
incomplete o di bassa qualità sono state scartate. L’assegnazione ai genogruppi è stata ve-
rificata mediante analisi filogenetica a massima verosimiglianza con IQ‑TREE, utilizzando 
10000 repliche bootstrap 10. Il dataset finale comprendeva 5765 sequenze del segmento A 
(genogruppi A0–A9) e 1503 sequenze del segmento B (genogruppi B1–B5).

Modelli di machine learning
Generazione dei dataset di training e test
Per la validazione dei metodi di machine learning (ML), sono stati preparati dataset indipen-
denti di training e test sia per il segmento A sia per il segmento B, utilizzando il medesimo 
approccio metodologico. I file FASTA precedentemente generati sono stati importati in R. 
Poiché l’approccio predittivo adottato era indipendente dall’allineamento (alignment-free), 
eventuali gap (“-”) presenti nelle sequenze sono stati rimossi. Il genotipo assegnato a cia-
scuna sequenza è stato identificato sulla base dell’annotazione riportata nell’etichetta della 
sequenza. Tutte le sequenze sono state codificate come profili di frequenza di 6-mer (ossia 
4.096 variabili) utilizzando. L’80% del dataset risultante è stato selezionato come dataset di 
training mediante una suddivisione casuale stratificata in base alla frequenza dei genotipi. Il 
restante 20% è stato mantenuto come dataset di test indipendente e non è stato incluso nelle 
analisi successive. 
Per ridurre la complessità del dataset di training, sono stati applicati diversi passaggi di 
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pre-processing, comprendenti centratura e standardizzazione delle variabili, rimozione delle 
caratteristiche con varianza prossima allo zero e analisi delle componenti principali (PCA). 
In base a tale procedura, sono state mantenute rispettivamente 118 e 96 componenti principa-
li per i dataset basati su VP2 e VP1, spiegando il 95% della varianza totale. Per gestire lo sbi-
lanciamento tra classi (ossia tra genogruppi), è stata applicata la tecnica Synthetic Minority 
Over-sampling Technique (SMOTE), al fine di generare campioni sintetici per i genogruppi 
meno rappresentati. 

Addestramento dei modelli di machine learning
Sono stati valutati tre differenti algoritmi di machine learning: Random Forest (RF; pacchetto 
randomForest), Support Vector Machine con kernel radiale (SVM; pacchetto kernlab) e rete 
neurale artificiale (ANN; pacchetto nnet). Gli iperparametri responsabili del compromesso 
bias-varianza, finalizzato a massimizzare le prestazioni predittive limitando al contempo il 
rischio di sovra-adattamento al dataset di training, sono stati ottimizzati definendo una griglia 
di possibili combinazioni di parametri e valutandole iterativamente mediante una procedura 
di cross-validazione a 10 fold ripetuta 10 volte. Il modello caratterizzato dalla maggiore 
accuratezza è stato selezionato come classificatore finale. Oltre all’accuratezza, sono stati 
calcolati anche sensibilità (Se), specificità (Sp), coefficiente kappa di Cohen (κ) e area sotto 
la curva ROC (AUC). Le prestazioni predittive stimate mediante la procedura di cross-va-
lidazione ripetuta sono state confrontate tra i diversi modelli. Le differenze di performance 
sono state valutate mediante test t a coppie con correzione di Bonferroni. Le prestazioni dei 
modelli validati sono state successivamente valutate utilizzando il dataset di test indipenden-
te. Le performance sono state quantificate mediante accuratezza, sensibilità, specificità, κ e 
AUC, mentre confusion matrix sono state calcolate e visualizzate per descrivere in maggiore 
dettaglio i pattern e le eventuali problematiche classificative dei modelli.

Valutazione della robustezza del modello
La robustezza dei modelli validati rispetto alla riduzione della qualità delle sequenze è sta-
ta valutata introducendo degradazioni casuali sull’intero dataset. Per ciascuna sequenza, la 
degradazione è stata simulata introducendo livelli controllati di due differenti tipologie di 
errore casuale: inserimento di caratteri gap (“-”) e sostituzione di nucleotidi con basi ambigue 
(“N”). La proporzione di gap e ambiguità variava tra 0 e 10%, e sono state valutate molteplici 
combinazioni delle due tipologie di errore. Per ogni combinazione sono state generate 10 
repliche indipendenti per sequenza, al fine di tenere conto della variabilità stocastica. Le se-
quenze degradate sono state quindi sottoposte agli stessi passaggi di pre-processing descritti 
in precedenza e successivamente classificate mediante i modelli sviluppati. Le prestazioni 
sono state valutate calcolando accuratezza, sensibilità, specificità, κ e AUC attraverso il con-
fronto con il genotipo assegnato mediante analisi filogenetica.

Applicabilità dei modelli sviluppati a diverse regioni della VP1 e VP2
Per valutare se regioni alternative degli allineamenti potessero essere utilizzate per l’inferen-
za dei genogruppi, sono stati considerati gli allineamenti completi dei segmenti A e B senza 
il trimming preliminare alle regioni di riferimento. Tuttavia, per garantire la coerenza con le 
analisi precedenti, sono stati mantenuti i genogruppi assegnati sulla base delle analisi filoge-
netiche dei dataset ridotti secondo quanto proposto da Islam et al. 6 e Wang et al. 8.
Gli allineamenti completi sono stati analizzati mediante sliding window, utilizzando finestre 
di 400 nucleotidi con passi di 10 nucleotidi. Per ciascuna finestra, le sequenze contenenti più 
del 10% di gap sono state escluse, poiché considerate indicative di una copertura assente o in-
completa. Le sequenze rimanenti sono state quindi sottoposte al medesimo flusso di pre-pro-
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cessing e alla successiva predizione del genogruppo. Per ogni finestra sono stati calcolati e 
registrati i relativi indicatori di performance.

RISULTATI
Un totale di 5.765 sequenze è stato incluso nel dataset del segmento A, comprendente 15 A0, 
463 A1a, 477 A1b, 596 A2d, 791 A2US, 3.131 A3, 166 A4, 34 A5, 11 A6, 43 A7, 15 A8 e 23 
A9. Per il segmento B, sono state incluse complessivamente 1.503 sequenze, appartenenti ai 
genogruppi B1 (843 sequenze), B2 (414), B3 (121), B4 (53) e B5 (72). 
Per il segmento A, i modelli RF e ANN hanno entrambi raggiunto accuratezze medie di 
cross‑validazione di 0.999, con valori di sensibilità macro e specificità macro ≥0.999 e AUC 
perfettamente pari a 1. Il coefficiente κ di Cohen era praticamente uguale a 1 per entram-
bi. Al contrario, il modello SVM ha mostrato prestazioni nettamente inferiori (accuratezza 
0.4747, κ 0.380, sensibilità 0.41, AUC 0.89) pur mantenendo una buona specificità (0.946). 
Le analisi di confronto tra modelli hanno evidenziato differenze statisticamente significative 
tra RF/ANN e SVM per tutti gli indici, mentre non sono emerse differenze significative tra 
RF e ANN. Per il segmento B, sia RF che ANN hanno presentato prestazioni quasi perfette 
(accuratezza ≥0.999, AUC = 1, κ ≥0.999), mentre l’SVM ha ottenuto un’accuratezza media 
di 0.851, sensibilità di 0.812 e κ di 0.794. 
Considerando il dataset di test, l’RF e l’ANN hanno mantenuto una precisione elevatissima: 
per il segmento A l’accuratezza è stata 0.998 per RF e 0.997 per ANN, con κ di 0.997 e 0.996 
e sensibilità macro di 0.998 e 0.999; per il segmento B entrambi i modelli hanno fornito 
predizioni esatte al 100 %. L’SVM ha classificato non correttamente numerosi isolati: nel 
segmento A l’accuratezza è scesa a 0.773 con sensibilità 0.357, mentre nel segmento B era 
0.876, con sensibilità 0.768. Le matrici di confusione hanno mostrato solo due errori per RF 
nel segmento A (un isolato A1b classificato come A2US e uno A2d come A2US) e tre per 
l’ANN (A2d classificato come A2US, A2US come A4 e A3 come A1a); l’SVM ha eviden-
ziato una tendenza a confondere i genogruppi A1, A2 e A3. Per il segmento B, RF e ANN 
non hanno commesso errori, mentre l’SVM tendeva a classificare non correttamente B1 e B2 
con B3. 
L’analisi di robustezza ha mostrato che RF e ANN sono in grado di tollerare fino al 10 % 
di basi ambigue (“N”) o gap senza perdere significativamente in accuratezza: con una de-
gradazione del 10% di entrambi gli errori, per il segmento A l’accuratezza dell’RF risultava 
0,897 e quella dell’ANN 0.806, mentre per il segmento B risultava 0.915 e 0.869. La SVM 
al contrario perdeva gran parte della capacità predittiva (accuratezza 0.543 per il segmento A 
e 0.558 per il segmento B). I valori di κ, sensibilità e AUC rispecchiavano questa tendenza, 
confermando la superiorità del RF nel contesto di sequenze di qualità subottimale. Infine, 
l’approccio a sliding window lungo l’intero allineamento ha evidenziato che le prestazioni 
dei modelli diminuiscono bruscamente al di fuori delle regioni validate di VP2 e VP1. 

DISCUSSIONE
La standardizzazione della classificazione dei ceppi di IBDV basata su criteri genetici ha 
migliorato significativamente la comprensione dell’epidemiologia del virus, fornendo una 
nomenclatura condivisa e una capacità discriminativa molto superiore rispetto ai soli ap-
procci fenotipici. Tuttavia, permangono diverse criticità pratiche. La qualità delle sequenze, 
la presenza di allineamenti incompleti o errati e la scelta di modelli evolutivi inappropriati 
possono influenzare l’affidabilità dell’inferenza filogenetica e, di conseguenza, l’assegnazio-
ne del genotipo. Inoltre, il tempo e le competenze necessarie per curare dataset di riferimento 
ed eseguire analisi filogenetiche possono limitarne l’applicazione nei laboratori diagnostici 
privi di supporto bioinformatico dedicato. Una valida alternativa utilizzata nella diagnostica 
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di routine è il confronto delle sequenze mediante BLAST. Tuttavia, questo strumento non è 
stato sviluppato per la genotipizzazione e si basa su annotazioni spesso non standardizzate, 
talvolta errate e raramente accompagnate da informazioni sui criteri di classificazione utiliz-
zati. Poiché il database nucleotidico di NCBI non è sottoposto a una revisione specialistica 
continua, errori di classificazione possono essere presenti e perpetuarsi nel tempo. 
I modelli sviluppati nel presente studio sono stati invece addestrati e validati utilizzando 
un dataset altamente curato, costituito da sequenze precedentemente classificate mediante 
confronto con ceppi di riferimento e secondo schemi tassonomici ampiamente accettati. No-
nostante ciò, l’aumento costante del numero di sequenze disponibili continua a rappresentare 
una sfida, poiché molti cluster storici sono stati definiti sulla base di un numero limitato di 
sequenze rappresentative. In questo studio si è scelto di mantenere la coerenza con gli schemi 
di classificazione attualmente riconosciuti, pur riconoscendo che alcune ambiguità rimango-
no, in particolare per i sottogruppi all’interno dei genogruppi A1 e A2.
La codifica delle sequenze come profili di frequenza di 6-mer ha eliminato la necessità di 
effettuare allineamenti preliminari, evitando potenziali errori dovuti a misallineamenti, diffe-
renze di lunghezza, mutazioni frameshift o qualità subottimale delle sequenze, oltre a ridurre 
considerevolmente i tempi di analisi. Sia l’approccio Random Forest (RF) sia quello basato 
su reti neurali artificiali (ANN) hanno mostrato prestazioni praticamente perfette sia durante 
la validazione sia sul dataset di test indipendente. Le elevate performance osservate, confer-
mate anche nelle analisi di robustezza, indicano l’assenza di fenomeni rilevanti di overfitting 
e supportano l’applicabilità dei modelli in contesti diagnostici reali. Prestazioni analogamen-
te elevate sono state ottenute anche nella classificazione a livello di sotto-genogruppo. In 
particolare, la distinzione tra A1a e A1b, introdotta da Islam et al. e oggi ampiamente adotta-
ta, appare discutibile da un punto di vista strettamente filogenetico, poiché il genogruppo A1 
non forma un clade monofiletico nelle filogenesi basate sulla regione ipervariabile di VP2. 
Tale suddivisione sembra quindi giustificata principalmente da motivazioni storiche e prati-
che, mentre la classificazione proposta da Wang et al., che distingue i genogruppi A1 e A8, 
risulta più coerente con la struttura filogenetica osservata. Ciononostante, i modelli sviluppati 
sono stati in grado di discriminare in maniera affidabile questi gruppi.
Considerazioni parzialmente analoghe riguardano il genogruppo A2. Sebbene la distinzione 
tra i sottogruppi A2A-C appaia in parte arbitraria, le evidenze filogenetiche ed epidemiologi-
che supportano chiaramente la separazione tra le varianti antigeniche statunitensi e le cosid-
dette novel variant (A2d). Per questo motivo, nel presente studio sono state mantenute esclu-
sivamente queste due categorie, entrambe correttamente identificate dai modelli RF e ANN.
Anche il genogruppo B1 ha fornito spunti interessanti. Sebbene Wang et al. abbiano propo-
sto la distinzione tra B1a e B1b, le nostre analisi hanno evidenziato un clade ben definito 
comprendente ceppi con caratteristiche VP2 tipiche dei ceppi very virulent (A3B1), cor-
rispondente al cosiddetto clade italiano/russo/mediorientale. Studi precedenti avevano già 
evidenziato la peculiarità evolutiva di questi virus a livello del segmento B, suggerendo che 
essi possano rappresentare almeno un lineaggio distinto all’interno del genogruppo B1. Al 
contrario, i ceppi appartenenti al sierotipo 2 non formano un gruppo monofiletico, fornendo 
uno scarso supporto al genogruppo BII proposto da Wang et al.8.
La qualità non ottimale delle sequenze rappresenta una problematica frequente nei laboratori 
diagnostici, particolarmente in ambito veterinario, dove la qualità iniziale dei campioni, il 
pooling e i vincoli economici possono influenzare negativamente il risultato finale. Gap e 
basi ambigue costituiscono gli errori più comuni nelle sequenze ottenute mediante metodo 
Sanger. I modelli RF e ANN hanno dimostrato un’elevata robustezza a tali problematiche, 
mantenendo prestazioni elevate anche in presenza del 10% di basi ambigue e gap. Tuttavia, 
ciò non deve essere interpretato come una giustificazione all’utilizzo di sequenze di scarsa 
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qualità, poiché l’accuratezza tende progressivamente a diminuire con l’aumentare della de-
gradazione. Inoltre, la presenza di numerose basi ambigue può riflettere coinfezioni da ceppi 
differenti, rendendo biologicamente inappropriata qualsiasi classificazione.
Un ulteriore problema riguarda l’eterogeneità dei protocolli diagnostici, che spesso porta al 
sequenziamento di regioni di VP1 o VP2 differenti da quelle comunemente utilizzate per la 
genotipizzazione. L’analisi mediante sliding window sull’intero allineamento ha mostrato un 
netto peggioramento delle prestazioni al di fuori delle regioni validate, evidenziando l’im-
portanza di utilizzare protocolli standardizzati per la generazione degli ampliconi destinati 
al sequenziamento.
Per favorire l’applicazione pratica dei modelli sviluppati è stata realizzata una piattaforma 
web (GumboType), che consente la predizione automatica dei genogruppi e delle relative 
probabilità di classificazione a partire da file FASTA contenenti sequenze dei segmenti A e/o 
B. Quando le sequenze dei due segmenti condividono lo stesso identificativo, il sistema re-
stituisce automaticamente il genotipo completo derivante dalla combinazione dei genogruppi 
dei segmenti A e B.
Sebbene RF e ANN abbiano mostrato prestazioni sostanzialmente equivalenti, le analisi di 
robustezza hanno evidenziato una lieve superiorità del modello RF, che è stato quindi scelto 
per l’implementazione pubblica dello strumento. I dataset di riferimento e i modelli saranno 
aggiornati periodicamente per riflettere i futuri sviluppi della classificazione dell’IBDV. 
Nel complesso, questo studio dimostra come approcci di machine learning applicati a dataset 
accuratamente curati possano consentire una classificazione rapida, robusta e affidabile dei 
ceppi di IBDV, rendendo disponibile alla comunità scientifica uno strumento facilmente uti-
lizzabile anche in assenza di competenze bioinformatiche specialistiche.

CONCLUSIONI
Nel complesso, questo studio dimostra come l’impiego di metodi di machine learning su 
dataset accuratamente curati consenta una genotipizzazione rapida e affidabile dei ceppi di 
IBDV in accordo con gli schemi di classificazione attualmente riconosciuti. Per facilitarne 
l’applicazione nella diagnostica di routine, il modello risultato più robusto (Random Forest) è 
stato implementato in una piattaforma web gratuita e periodicamente aggiornata, utilizzabile 
anche da operatori privi di specifiche competenze bioinformatiche.
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Summary
Immunosuppression is a major challenge in modern poultry production because it affects 
flock health and productivity. Among the infectious causes of immunosuppression, viral in-
fections caused by Chicken Infectious Anemia Virus (CIAV), Infectious Bursal Disease Virus 
(IBDV), Marek Disease Virus (MDV) and Avian Reovirus (ARV) are the most important. A 
longitudinal field study was conducted to investigate the occurrence and impact of these im-
munosuppressive viruses in commercial broiler flocks within the densely populated poultry 
area of northern Italy. Two broiler farms located in Verona province were monitored over 
consecutive production cycles between August 2025 and May 2026. During each cycle, five 
birds were sampled at 14, 21, 28, 35 and 42 days of age. Necropsy, bacteriological, para-
sitological, virological, and serological investigations were performed. Preliminary results 
showed widespread circulation of ARV and IBDV, whereas CIAV was detected only sporad-
ically. No field strains of MDV were identified. ARV was detected predominantly during the 
first weeks of the production cycles and was frequently detected in birds with enteritis and 
arthritis/tenosynovitis, supporting its potential role in the pathogenesis of these conditions. 
IBDV was detected mainly during the mid-late stages of the cycle and was more frequently 
identified in one of the two monitored farms.
These preliminary findings suggest that ARV and IBDV circulate widely in commercial broil-
er farms and may contribute to subclinical immunosuppression, thereby favouring secondary 
bacterial infections and potentially impairing vaccine-induced immunity. Further integration 
of histopathological and immunological data will help clarify the functional impact of these 
viral infections on broiler health and productivity.

INTRODUZIONE
L’immunodepressione rappresenta un problema rilevante nell’avicoltura moderna, in quanto, 
sebbene nella maggior parte dei casi decorra in maniera apparentemente silente, determina una 
compromissione della risposta immunitaria in grado di aumentare la suscettibilità alle infezio-
ni secondarie e compromettere i parametri produttivi (Gimeno & Schat, 2018). Nel pollo da 
carne le infezioni virali, in particolare quelle sostenute da Chicken Infectious Anemia Virus 
(CIAV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), Marek Disease Virus (MDV) e Avian Reovi-
rus (ARV), rappresentano le principali cause infettive di immunodepressione. Tali virus infatti, 
seppur agendo con meccanismi patogenetici diversi, inducono un’alterazione della funzionalità 



94

del sistema immunitario. Anche in assenza di manifestazioni cliniche evidenti e nonostante 
l’implementazione di misure di biosicurezza e profilassi vaccinali, tali infezioni possono de-
terminare forme subcliniche in grado di ridurre l’efficacia vaccinale, aumentare mortalità e 
disomogeneità dei gruppi, peggiorare le performance zootecniche e favorire l’insorgenza di pa-
tologie secondarie, con importanti ricadute economiche e sanitarie, incluso un maggiore ricorso 
ai trattamenti antimicrobici (Gimeno & Schat, 2018; Schat & Skinner, 2022).
Sulla base di queste considerazioni è stato sviluppato un progetto di ricerca finalizzato a 
valutare la diffusione dei principali virus immunosoppressivi nell’allevamento industriale 
del pollo da carne e a definire il loro impatto sulle condizioni sanitarie e produttive. A tale 
scopo è stato adottato un approccio sistematico e integrato che associa indagini anatomopa-
tologiche, virologiche, sierologiche, istopatologiche, immunologiche e genetiche con dati 
clinico-produttivi, con il fine ultimo di identificare strategie gestionali e vaccinali migliorati-
ve. La ricerca è stata condotta nell’area ad alta densità avicola (DPPA) del Veneto, in quanto 
caratterizzata da un’elevata pressione infettiva e, di conseguenza, da un maggiore rischio di 
diffusione degli agenti patogeni tra siti produttivi e cicli successivi. Nell’ambito di questo 
progetto multidisciplinare, il presente contributo riporta i risultati preliminari relativi alla 
diffusione dei virus, ai riscontri sierologici e ai principali quadri anatomopatologici osservati.

MATERIALI E METODI

Campionamento
Tra agosto 2025 e maggio 2026 sono stati monitorati 2 allevamenti di polli da carne (deno-
minati “allevamento 1” e “allevamento 2”) siti in provincia di Verona, seguendo gli animali 
di cicli produttivi successivi. In ciascun ciclo è stato eseguito il campionamento di 5 carcasse 
a 14, 21, 28, 35 e 42 gg di età, in modo tale da coprire in modo standardizzato le principali 
fasi del ciclo del broiler (prima fase post-accasamento, fase intermedia e fine ciclo). Imme-
diatamente prima del carico (45-50 gg) sono stati eseguiti prelievi di sangue da un minimo 
di 5 soggetti, per valutare lo stato immunitario a fine ciclo. Per ciascun gruppo monitorato 
sono inoltre stati registrati i dati relativi alla mortalità, al peso alla macellazione e trattamenti 
terapeutici eventualmente eseguiti.

Esame necroscopico e approfondimenti batteriologici e parassitologici
Le carcasse sono state sottoposte ad esame necroscopico allo scopo di valutare lo stato sani-
tario del gruppo. Tutti i soggetti sono stati sottoposti ad esame parassitologico a fresco da due 
tratti intestinali. Il soggetto con quadro anatomopatologico più grave è stato selezionato per 
approfondimenti batteriologici, effettuati mediante semina su MacConkey agar, Bile Esculin 
Azide agar e agar sangue, incubati a 37° C in aerobiosi, nonché su agar sangue incubato a 37 
°C in atmosfera arricchita al 5% di CO2. Per la ricerca di Clostridium spp. la semina è stata 
eseguita su agar sangue e Perfringens Agar Base incubati in anaerobiosi. Le piastre sono state 
esaminate dopo 24 e 48 ore di incubazione.
Per eseguire uno screening dello stato immunitario sono inoltre stati prelevati sistematica-
mente campioni di milza, timo, borsa di Fabrizio, intestino (due tratti: ansa duodenale e un 
tratto a monte del diverticolo di Mekel), poi sottoposti ad analisi virologiche in singolo per 
ciascun soggetto. Un’aliquota di milza, timo, borsa di Fabrizio e midollo osseo è stata fissata 
in formalina tamponata al 10% per essere sottoposta ad esame istologico. In presenza di le-
sioni tendinee e/o articolari sono stati inoltre prelevati il tendine del gastrocnemio, destinato 
alla ricerca molecolare di ARV e all’esame istologico, e l’articolazione tibiotarsometatarsica, 
destinata all’esame istologico. I risultati dell’approfondimento istologico saranno presentati 
in un altro contributo scientifico nell’ambito presente Simposio.
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Analisi virologiche 

a) Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)
La ricerca di IBDV è eseguita da borsa di Fabrizio e milza mediante one-step real-time RT-
PCR (rRT-PCR) su RNA, con target in regione del gene VP4, adottando un formato multiplex 
con doppia sonda per identificare virus “classical” e “very virulent”.

b) Chicken infectious anemia virus (CIAV)
La ricerca di CIAV è stata condotta mediante PCR convenzionale su DNA estratto da timo, 
borsa di Fabrizio e milza utilizzando una metodica di origine interna. I campioni risultati 
positivi sono stati confermati mediante sequenziamento Sanger.

c) Avian reovirus (ARV)
Per la ricerca di ARV, eseguita su tutti i campioni di intestino ed eventualmente da tendini 
con lesioni, è stato eseguito uno screening mediante one-step real-time RT-PCR basato su 
metodica Tang et al. (2016) modificata.

d) Malattia di Marek (MDV)
La ricerca di MDV è stata eseguita mediante real-time PCR (rPCR) su DNA estratto da milza. 
I campioni positivi sono stati sottoposti a discriminazione ceppo vaccinale vs patogeno trami-
te rPCR SYBR Green con analisi basata su temperatura di melting (Tm).

Analisi sierologiche

a) Infectious Bursal Disease Virus (IBDV)
La ricerca di anticorpi verso IBDV è stata condotta mediante ELISA su siero utilizzando sia 
kit commerciali per la ricerca di anticorpi verso l’antigene intero, sia kit validati in grado di 
rilevare gli anticorpi rivolti verso la proteina VP2 del virus.

b) Chicken infectious anemia virus (CIAV)
La ricerca di anticorpi verso CIAV è stata condotta mediante ELISA su siero utilizzando kit 
commerciale. In assenza di indicazioni specifiche sullo status vaccinale, è applicato il pro-
tocollo di diluizione previsto dal kit per la rilevazione di un’esposizione a virus di campo.

c) Avian reovirus (ARV)
La presenza di anticorpi verso ARV è stata valutata mediante ELISA su siero, utilizzando un 
kit commerciale secondo le istruzioni del produttore. I campioni sono stati analizzati alla di-
luizione prevista dal protocollo del kit e i risultati sono stati interpretati sulla base dei relativi 
valori soglia.

d) Newcastle disease virus (NDV)
La presenza di anticorpi verso NDV è stata valutata mediante prova di inibizione dell’emoag-
glutinazione (HI), utilizzando globuli rossi di pollo secondo procedura WOAH (WOAH Ter-
restrial Manual, Chapter 3.3.10, Newcastle disease). I titoli sono stati espressi come recipro-
co della massima diluizione sierica in grado di inibire completamente l’emoagglutinazione.

RISULTATI
Al momento della stesura del presente contributo scientifico è stato completato il monitorag-
gio dell’allevamento 2 (4 cicli produttivi), mentre per l’allevamento 1 è stato concluso il mo-
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nitoraggio di 3 dei 4 cicli previsti, per un totale di 34 sessioni necroscopiche eseguite. Nel 3° 
ciclo dell’allevamento 2 l’ultimo campionamento è stato eseguito a 35 anziché 42 gg poiché 
il gruppo è stato macellato anticipatamente. Nel complesso, le performance produttive sono 
risultate compatibili con un quadro non caratterizzato da eventi acuti di elevata gravità, pur 
con differenze apprezzabili tra allevamenti, cicli e sesso degli animali. La mortalità comples-
siva ha mostrato fluttuazioni tra i cicli, comprese tra circa 2,5% e 7,66%. Nell’allevamento 
1, il ciclo 1 ha presentato il profilo più favorevole, con mortalità complessiva pari a 3,7% e 
mortalità finale nei maschi pari a 3,6%, mentre nei cicli 2 e 3 è stato osservato un aumento 
della mortalità maschile fino al 6,1%. Tale differenza è risultata particolarmente evidente 
nella fase finale del ciclo di allevamento, con un incremento più marcato della mortalità ma-
schile dopo la quarta settimana. Le femmine dell’allevamento 1 hanno invece mostrato valori 
di mortalità più contenuti nei cicli con dato disponibile, pari a 1,4% nel ciclo 1 e 1,9% nel 
ciclo 2. Nell’allevamento 2, le differenze tra cicli sono risultate ancora più evidenti. Il ciclo 1 
ha presentato la mortalità complessiva più elevata, pari a 7,66%, con valori finali del 6,46% 
nelle femmine e dell’8,38% nei maschi. Nel ciclo 2 la mortalità complessiva si è ridotta al 
5,32%, pur permanendo un’elevata mortalità nei maschi, pari a 7,53%, a fronte di un valore 
più contenuto nelle femmine, pari a 3,62%. Il ciclo 3 ha mostrato invece un andamento più 
favorevole in termini di mortalità, con valori finali pari a 2,09% nelle femmine e 2,82% nei 
maschi, sebbene il confronto con gli altri cicli debba tenere conto della macellazione anti-
cipata. Nel complesso, le differenze produttive osservate non sembrano quindi riconducibili 
a un unico indicatore, ma riflettono una combinazione di fattori gestionali e problematiche 
clinico-sanitarie concomitanti.

Esami necroscopici e approfondimenti batteriologici e parassitologici
In entrambi gli allevamenti, pur con una certa variabilità tra i gruppi monitorati, è stato 
rilevato un andamento delle lesioni anatomopatologiche piuttosto costante, con la prevalenza 
di forme enteriche nelle prime fasi (14 e 21 gg), rappresentate prevalentemente da enterite 
catarrale e talvolta da enterite necrotica. Occasionalmente, in un numero limitato di soggetti 
e solo in 2 cicli dell’allevamento 2 (cicli 2 e 3) e nel ciclo 2 dell’allevamento 1, in queste fasi 
sono state rilevate anche polisierositi (che si riscontrano sporadicamente (in 1-2 soggetti e 
non in tutti i cicli) anche nei due time point successivi. Con il progredire del ciclo, a 28 e 35 
gg, si riduce la frequenza delle forme enteriche, mentre compaiono o aumenta la frequenza 
di lesioni a carico dell’apparato locomotore, le quali si riscontrano in tutti i gruppi monitorati 
e tendono ad aumentare con il progredire dell’età. A partire da 28 gg si osserva la comparsa 
di artrosinoviti, soprattutto a carico dell’articolazione tibiotarsometatarsica, in 1-2 soggetti di 
3 cicli dell’allevamento 2, che a 35 gg aumentano in frequenza e si rilevano in tutti i gruppi 
monitorati. Nell’allevamento 1 questa lesione è stata osservata in 2 cicli a 35 giorni di età 
in 1-3 soggetti. In queste stesse fasi (28-35 gg) si nota anche un aumento nella frequenza 
di lesioni ossee a carico dell’epifisi prossimale del femore, riconducibili a osteonecrosi, e 
la comparsa di spondilite a carico della vertebra toracica libera, riscontrata in ben 2 cicli 
su 3 dell’allevamento 1 e in 3 su 4 nell’allevamento 2, con in entrambi i casi un picco della 
frequenza di riscontro di questa lesione a 42 gg. In questa ultima fase del ciclo produttivo le 
lesioni osteo-articolari e vertebrali rappresentano spesso il reperto predominante. Le altera-
zioni rilevate a carico degli organi linfatici riguardano soprattutto la milza, spesso megalica 
nei soggetti patologici. Sporadicamente, in pochi soggetti e in cicli e a età variabili, sono state 
rilevate alterazioni a carico della borsa di Fabrizio, rappresentate soprattutto da congestione 
e raramente da lieve edema. Talvolta sono state rilevate differenze nelle dimensioni di timo e 
borsa di Fabrizio tra animali della stessa età e dello stesso ciclo.
Escherichia coli è il batterio di più frequente riscontro, isolato in tutti i cicli produttivi di 
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entrambi gli allevamenti in concomitanza sia di forme respiratorie, sia di forme enteriche. 
In quest’ultimo caso talvolta è stato isolato anche Clostridium perfringens. Nell’ambito dei 
quadri di zoppia, il principale agente eziologico è rappresentato da E. coli nel caso di artrosi-
noviti e necrosi della testa del femore, mentre nella pressochè totalità dei casi di spondilite è 
stato isolato Enterococcus cecorum.
Le parassitosi sono risultate limitate alla presenza di coccidi, rilevati con frequenza e in tempi 
variabili, a seconda del gruppo di animali e dell’allevamento, ma quasi sempre in bassa cari-
ca. Nell’allevamento 1 sono stati riscontrati più frequentemente, soprattutto a partire dai 28 
gg, per poi protrarsi fino a fine ciclo, con un maggior numero di animali colpiti e una carica 
maggiore nel ciclo 2. Nell’allevamento 2, ciclo 4, gli esami parassitologici sono risultati co-
stantemente negativi, mentre nel ciclo 3 coccidi sono stati rilevati solo in un soggetto a 21 gg.

Analisi virologiche
I risultati delle indagini virologiche sono riassunti in Fig. 1 e 2.

Figura 1. Allevamento 1: rappresentazione grafica della rilevazione molecolare di Avian 
Reovirus (ARV), Chicken Anemia Virus (CAV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) e 
Marek’s disease virus (MDV) in diversi tessuti e fasi di allevamento.

Figura 2. Allevamento 2: rappresentazione grafica della rilevazione molecolare di Avian 
Reovirus (ARV), Chicken Anemia Virus (CAV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV) e 
Marek’s disease virus (MDV) in diversi tessuti e fasi di allevamento.
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ARV si è rivelato l’agente virale di più frequente riscontro: presente in tutti i cicli di entrambi 
gli allevamenti, ma con pattern temporali eterogenei a seconda del ciclo. Nell’allevamento 
1, durante il ciclo 1 ARV è stato rilevato dall’intestino precocemente (14 gg) e nuovamente 
nelle fasi tardive (35 e 42 gg). Nel ciclo 2 dello stesso allevamento ARV è stato rilevato a 14 
e 21 gg, per poi non essere più riscontrato. Nel ciclo 3 ha mostrato un andamento differente, 
essendo stato rilevato da intestino solamente a 21 gg, mentre a 28 e 35 gg è stato rilevato 
dal tendine del gastrocnemio che si presentava emorragico ed edematoso. Nell’allevamento 
2, ARV ha mostrato un profilo abbastanza coerente tra i primi due cicli produttivi, nei quali 
le positività da intestino si sono concentrate nelle età intermedie (da 21 a 35 gg), mentre nel 
ciclo 3 è stato rilevato da intestino solo a 14 e 21 gg e da tendine a 28 gg. Nel ciclo 4 è stato 
rilevato solamente da intestino a 14 e 21 gg.
IBDV è stato rilevato frequentemente e ha mostrato un pattern più costante tra cicli e alle-
vamenti. Nell’allevamento 1, in tutti i cicli produttivi, IBDV è stato rilevato a partire da 28 
giorni e fino alla fine dei cicli 1 e 2, fino a 35 gg nel 3. In tutti i casi i ceppi sono stati identifi-
cati come very virulent (vvIBDV), Nell’allevamento 2 la presenza di vvIBDV, è stata rilevata 
nei primi due cicli, ma mentre nel primo era presente dai 28 giorni sino alla fine del ciclo, nel 
secondo è stato rilevato solo nel campionamento effettuato a 35 gg. Nel terzo ciclo sono stati 
invece rilevati ceppi di origine vaccinale a 28 e 35 gg.
CIAV è stato rilevato nell’allevamento 1 nel 2° e 3° ciclo, in entrambi i casi a 42 gg.
Il virus della Malattia di Marek è stato individuato solo raramente (due cicli) nell’allevamen-
to 1 e identificato come ceppo vaccinale.

Analisi sierologiche
Nei confronti di ARV, la sierologia evidenzia un quadro eterogeneo tra cicli e allevamenti, 
coerente con una circolazione non uniforme del virus nel corso del monitoraggio. Nell’alle-
vamento 1, tutti i campioni risultano negativi nel ciclo 1, positivi nel ciclo 2, mentre nel ciclo 
3 coesistono soggetti sieropositivi e sieronegativi. Nell’allevamento 2, la positività è diffusa 
alla totalità dei soggetti analizzati nei cicli 2 e 4, con valori spesso ampiamente superiori al 
cut-off, mentre nel ciclo 3 si osserva la presenza di alcuni soggetti negativi. Nel complesso, 
il dato sierologico è compatibile con quanto osservato virologicamente, dove ARV è stato 
rilevato in modo ricorrente in più cicli. La variabilità tra cicli suggerisce tuttavia differenze 
nella tempistica e/o nell’intensità dell’esposizione.
Per quanto riguarda gli anticorpi anti-IBDV, è stato evidenziato un profilo anticorpale 
dominato da una risposta molto diffusa verso IBDV, con positività del 100% per IBD VP2 
ELISA e del 92,2% per IBD ELISA anticorpi totali. Nell’allevamento 1 i campioni sono po-
sitivi in modo consistente in tutti i cicli, sia con ELISA convenzionale, sia con VP2-ELISA. 
I valori osservati sono sempre superiori al cut-off e mostrano una variabilità inter-individuale 
contenuta, con livelli complessivamente elevati coerentemente con il frequente riscontro vi-
rologico di IBDV. Nell’Allevamento 2 la VP2-ELISA evidenzia positività diffusa, con valori 
sopra cut-off nella maggior parte dei soggetti e modesta variabilità tra individui. L’ELISA 
convenzionale mostra invece una distribuzione più eterogenea, con coesistenza di soggetti 
negativi/borderline e soggetti positivi.
I valori ELISA per CIAV risultano inferiori al cut-off nella quasi totalità dei soggetti in en-
trambi gli allevamenti e in tutti i cicli, senza evidenza di sieropositività. Solo nel ciclo 2 
dell’allevamento 2 un singolo soggetto supera il cut-off. Questo dato suggerisce l’assenza 
di una risposta anticorpale di gruppo rilevabile verso CIAV nel periodo considerato. Tale 
evidenza deve tuttavia essere interpretata insieme ai risultati virologici, che indicano un ri-
scontro molecolare limitato e prevalentemente tardivo di CIAV.
In entrambi gli allevamenti i titoli HI anti-NDV sono complessivamente bassi: al limite del-
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le rilevabilità e piuttosto omogenei nell’allevamento 1, con una distribuzione leggermente 
più ampia nell’allevamento 2, ma sempre nella parte bassa del range. È inoltre emersa una 
discrepanza tra ELISA e HI: 52,9% di positivi in ELISA, ma solo 19,6% in HI, con titoli 
generalmente bassi.

DISCUSSIONE
Dai risultati preliminari ottenuti è emersa una circolazione consistente ed eterogenea di ARV 
e IBDV nei due allevamenti monitorati, con differenze sia tra gli allevamenti, sia tra cicli 
produttivi dello stesso sito.
ARV è un patogeno endemico nei sistemi avicoli, correlato ad un ampio spettro clinico che 
comprende tenosinovite/artrite, sindrome da rallentamento della crescita/malassorbimento, 
quadri enterici e manifestazioni sistemiche variabili (Pitcovski & Goyal, 2020). Negli ultimi 
anni è stato riportato un aumento nella frequenza di riscontro del virus e delle forme cliniche 
ad esso correlate (Franzo et al., 2024). Sebbene la dinamica temporale di ARV osservata nei 
due allevamenti non sia sovrapponibile, appare coerente con un coinvolgimento primario e 
precoce dell’intestino. Il riscontro di ARV a livello intestinale già a 14 gg in oltre la metà dei 
cicli monitorati suggerisce un’esposizione molto precoce al virus, verosimilmente dovuta ad 
una forte pressione infettante ambientale, che potrebbe inoltre giustificarne il riscontro anche 
in tempi successivi. L’evidenza di ARV coincide con le fasi nelle quali è stata riscontrata 
una maggiore frequenza di forme enteriche e difformità dei gruppi, suggerendo un suo ruo-
lo patogenetico nella sindrome. È opportuno sottolineare che la compromissione intestinale 
nelle prime fasi di vita dei broiler è particolarmente critica, a causa del conseguente malas-
sorbimento e poiché l’alterazione della permeabilità della mucosa intestinale può favorire un 
passaggio precoce di patogeni in circolo, con lo sviluppo di patologie che si manifestano con 
il progredire dell’età, come dimostrato dalla notevole frequenza di spondiliti da Enterococcus 
cecorum osservate in 5 dei 7 gruppi monitorati. Inoltre, è interessante notare il riscontro re-
lativamente frequente (60% dei casi) di elevate cariche virali di ARV da tendine del gastroc-
nemio in soggetti affetti da artrite tibiotarsometatarsica e/o artrosinovite, che supporta l’ezio-
logia virale delle lesioni tendinee riscontrate. L’età alla quale sono state riscontrate le lesioni 
tendinee, a partire da 28 gg, è coerente con quanto riportato in letteratura circa l’insorgenza 
di artrite/tenosinovite da ARV (Pitcovski & Goyal, 2020). Seppur con differenze tra cicli e 
allevamenti, le indagini sierologiche hanno rilevato un’elevata sieroprevalenza complessiva, 
pari all’80,4%, in linea con la complessiva positività virologica ricorrente per ARV.
L’infezione da IBDV rappresenta uno dei modelli meglio documentati di immunosoppres-
sione virale nel pollo, poiché colpisce selettivamente i linfociti B e provoca deplezione fol-
licolare e alterazioni strutturali della borsa di Fabrizio, con effetti che possono manifestarsi 
anche in forma subclinica e influire sulle risposte vaccinali eterologhe. Infatti, l’infezione (o 
anche la vaccinazione per IBD in condizioni particolari) può ridurre la risposta anticorpale 
a vaccinazioni come NDV e IBV, soprattutto se si verifica nelle fasi precoci dello sviluppo 
immunitario (Sharma et al., 2000; Eterradossi & Saif, 2020; Lupini et al., 2020). Nel presente 
studio è stata rilevata una circolazione significativa di IBDV, con identificazione di ceppi ad 
elevata patogenicità (vvIBDV) in oltre la metà dei cicli monitorati, e in particolare in tutti i 
cicli dell’allevamento 1. È interessante notare come l’infezione da IBDV sia stata riscontrata 
nella fase centrale-tardiva del ciclo, nonostante si tratti di una finestra temporale nella quale 
gli animali dovrebbero mostrare una minore suscettibilità all’infezione (Eterradossi & Saif, 
2020). Il mancato riscontro di lesioni macroscopiche alla borsa di Fabrizio tipicamente attri-
buibili a ceppi ad elevata patogenicità è coerente con la nota manifestazione subclinica delle 
infezioni da vvIBDV in popolazioni vaccinate, nelle quali non si manifesta con alta morta-
lità, ma piuttosto attraverso la predisposizione a patologie secondarie. Dal lato sierologico, 
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l’elevata positività per IBDV (ELISA convenzionale e VP2) nell’allevamento 1 è coerente 
con una forte stimolazione antigenica complessiva, che può includere sia la componente vac-
cinale, sia la componente di campo. Nell’allevamento 2, la non sovrapponibilità tra i risultati 
di ELISA VP2 e ELISA convenzionale è coerente con l’impiego di vaccini vettoriali che 
esprimono VP2 e con le differenze antigeniche tra kit (coating VP2 vs antigeni differenti), 
aspetto già riportato in letteratura (Lupini et al., 2020).
CIAV è un virus immunodepressivo che colpisce principalmente i precursori ematopoietici 
e il timo, determinando anemia e immunosoppressione legata ai linfociti T soprattutto nei 
soggetti giovani. Infezioni più tardive possono risultare subcliniche, ma comunque associate 
a immunodepressione transitoria e aumentata suscettibilità ad altre patologie (Schat & van 
Santen, 2020). La presenza di CIAV è stata rilevata soltanto in due casi, entrambi a fine 
ciclo, nello stesso allevamento, ma con elevate cariche virali. In entrambi gli allevamenti 
la sierologia risulta complessivamente negativa (solo 6/51 sieri positivi) al momento del 
campionamento, seppur con un segnale molto marcato in un gruppo nel quale il virus non era 
stato rilevato. Tali rilievi suggeriscono che l’eventuale esposizione al virus possa essere stata 
tardiva, transitoria o non accompagnata da una robusta risposta anticorpale rilevabile, anche 
in relazione all’età al campionamento, ma anche che la circolazione di CIAV, per quanto più 
limitata, possa essere molto rilevante vista l’assenza di copertura vaccinale.
L’indagine per MDV non ha dato evidenza di ceppi di campo nei campioni analizzati, mentre 
sporadicamente sono stati rilevati ceppi vaccinali (Rispens). Tuttavia, permane l’importanza 
di proseguire il monitoraggio, poiché interazioni tra vaccinazione, esposizioni subcliniche e 
co-infezioni possono influenzare la risposta immunitaria.
Infine, è opportuno evidenziare come, dalla sierologia, sia emersa una risposta anticorpale 
eterogenea nei confronti di NDV nonostante la vaccinazione, che potrebbe in parte derivare 
anche da interferenza dovute ai patogeni immunodepressivi rilevati nel corso dello studio. 
Considerando l’attuale situazione epidemiologica per NDV, questo dato evidenzia la sostan-
ziale recettività dei gruppi di broiler esaminati alla malattia e la necessità di revisione delle 
pratiche vaccinali in questa categoria.
L’integrazione dei risultati virologici con i dati produttivi suggerisce che le positività rilevate 
mediante PCR documentino la circolazione di diversi agenti virali nei gruppi monitorati, ma 
non siano sufficienti, da sole, a spiegare in modo lineare le differenze di mortalità osservate 
tra cicli. L’analisi stratificata per allevamento ha evidenziato infatti pattern diversi. Nell’alle-
vamento 1, il secondo e terzo ciclo si sono distinti dal primo per una mortalità maschile più 
elevata, soprattutto nella fase finale del ciclo produttivo. In questo allevamento, la positività 
per CIAV nei cicli 2 e 3 rappresenta il segnale virologico più coerente con il peggioramen-
to osservato, poiché assente nel ciclo 1, caratterizzato da mortalità maschile più contenuta. 
Tuttavia, il rilievo tardivo di CIAV limita la possibilità di attribuire a questo virus un ruolo 
causale diretto e suggerisce piuttosto di interpretarlo come possibile indicatore di circolazio-
ne virale, immunosoppressione o maggiore vulnerabilità del gruppo. Diversamente, nell’al-
levamento 2 non è emersa un’associazione altrettanto chiara con un singolo patogeno. ARV 
è stato rilevato in tutti i cicli e, pur essendo compatibile con le problematiche locomotorie 
osservate in alcuni gruppi, non discrimina tra cicli a mortalità elevata e cicli a mortalità più 
contenuta. IBDV di campo è stato rilevato esclusivamente nel ciclo 1, che ha mostrato la 
mortalità complessiva più elevata, suggerendo un possibile contributo del virus al quadro 
sanitario di quel ciclo. Nei cicli 2 e 3, al contrario, le positività rilevate erano riconducibili a 
virus di origine vaccinale e non indicano quindi una circolazione di IBDV di campo. Questo 
aspetto è rilevante perché la mortalità maschile è risultata elevata anche nel ciclo 2, in as-
senza di IBDV di campo, mentre il ciclo 3 ha mostrato una mortalità più contenuta. Questo 
andamento suggerisce che IBDV possa aver avuto un ruolo contributivo in specifici cicli, ma 
non rappresenti un determinante unico delle differenze produttive osservate.
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CONCLUSIONI
I risultati ottenuti dimostrano la diffusione di agenti virali immunodepressivi, in particolare 
ARV e IBDV, nei sistemi intensivi di allevamento del pollo da carne e suggeriscono un pos-
sibile ruolo di tali agenti nel determinare fenomeni immunodepressivi subclinici. Tuttavia, 
la tempistica della positività, la persistenza dell’infezione, la presenza di coinfezioni e il 
contesto clinico-gestionale appaiono elementi più informativi rispetto ai dati analitici grezzi. 
Pertanto, i risultati ottenuti dalle analisi effettuate nel corso dello studio devono essere inter-
pretati come evidenza di esposizione o circolazione virale all’interno dei gruppi monitorati, 
mentre l’attribuzione di un ruolo causale nelle differenze di performance richiede un approc-
cio integrato che comprenda i dati clinici, anatomo-patologici e produttivi. Questi riscontri 
supportano l’ipotesi di un’interferenza immunitaria multifattoriale nei cicli esaminati. Per 
confermare questa ipotesi, nelle fasi successive dello studio è previsto il monitoraggio di ul-
teriori allevamenti e l’integrazione dei risultati con l’esame istologico degli organi linfoidi e 
la valutazione dello stato immunologico degli animali, al fine di determinare il reale impatto 
funzionale dei virus indagati sul sistema immunitario degli animali.
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Summary
Avianpox viruses (APVs) are widespread DNA viruses affecting wild and domestic birds. 
This study reports the detection and isolation of APV from wild sparrows in Southern Italy, 
representing the first description of Starlingpox virus subclade B2 in Italy. During bird-rin-
ging sessions in September 2025, 66 passerines were clinically examined, and APV-like le-
sions were observed in 13 Eurasian tree sparrows (Passer montanus) and one Italian sparrow 
(Passer italiae). Five lesion samples were PCR-positive for the p4b gene and identical se-
quences clustered within subclade B2. Viral isolation in embryonated chicken eggs produced 
chorioallantoic membrane lesions and histological changes consistent with APV infection. 
These findings indicate local circulation of a previously unreported APV subclade and sup-
port broader surveillance at the wild-captive bird interface.

INTRODUZIONE
Gli avipoxvirus (APV), appartenenti al genere Avipoxvirus, famiglia Poxviridae, sono virus 
a DNA a doppio filamento ampiamente diffusi negli uccelli selvatici e domestici (Boyle, 
2007; Tripathy & Reed, 2020). L’infezione può manifestarsi in forma cutanea, difterica o, più 
raramente, sistemica, con gravità variabile in funzione della specie ospite, della virulenza del 
ceppo, della localizzazione delle lesioni e di eventuali fattori predisponenti (van Riper III & 
Forrester, 2007; Tripathy & Reed, 2020).
Gli APV sono stati descritti in numerose specie aviarie e sono classificati in diversi cladi e 
sottocladi sulla base del gene p4b (Lüschow et al., 2004; Williams et al., 2021; McInnes et 
al., 2023). La trasmissione avviene principalmente tramite artropodi ematofagi, ma può veri-
ficarsi anche per contatto diretto o indiretto con animali infetti o fomiti contaminati (Kligler 
et al., 1929; van Riper III & Forrester, 2007; Lee et al., 2017). In Italia sono stati prece-
dentemente segnalati APV appartenenti a diverse sottocladi in uccelli domestici, selvatici e 
detenuti in cattività; tuttavia, non era ancora stata descritta la presenza di Starlingpox virus 
sottoclade B2 (Rampin et al., 2007; Manarolla et al., 2010; Lecis et al., 2017; Di Francesco 
et al., 2019). Il presente studio descrive l’identificazione, la caratterizzazione molecolare e 
l’isolamento di APV in passeri inanellati in Campania.

MATERIALI E METODI
Le attività di campionamento sono state condotte durante sessioni di inanellamento svolte 
nel settembre 2025 presso il Parco archeo-fluviale di Longola, Poggiomarino (Napoli). Gli 
uccelli sono stati catturati mediante mist-net da inanellatori autorizzati ISPRA, identificati 
a livello di specie, sottoposti a breve esame clinico e successivamente rilasciati, in accordo 
con le linee guida per l’utilizzo degli uccelli selvatici nella ricerca (Fair et al., 2023). La pre-
senza di lesioni cutanee compatibili con APV è stata valutata con particolare attenzione alle 
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aree non piumate, incluse palpebre, becco, capo, zampe e dita; le lesioni sono state inoltre 
classificate mediante scala semiquantitativa 0-4 (McGraw et al., 2022). In presenza di lesioni 
macroscopicamente evidenti, il materiale patologico è stato raccolto con tamponi sterili e 
conservato in PBS addizionato con antibiotici e antimicotici. Dopo estrazione del DNA, i 
campioni sono stati analizzati mediante PCR diretta al gene p4b, seguita da sequenziamento 
Sanger bidirezionale degli ampliconi positivi (Lee & Lee, 1997). Le sequenze ottenute sono 
state assemblate, allineate con sequenze omologhe disponibili in GenBank mediante MAF-
FT e analizzate mediante inferenza filogenetica maximum-likelihood con IQ-TREE (Katoh 
& Standley, 2013; Trifinopoulos et al., 2016; Kalyaanamoorthy et al., 2017). L’isolamento 
virale è stato eseguito inoculando un campione PCR-positivo su membrana corioallantoidea 
(CAM) di uova embrionate di pollo specific-pathogen free (SPF) di 10 giorni (Dufour-Zava-
la, 2008).

RISULTATI
Nel complesso sono stati esaminati 66 passeriformi, tutti classificati come giovani dell’anno. 
Lesioni cutanee compatibili con APV sono state osservate in 14 soggetti (21,2%): 13 passere 
mattuge (Passer montanus) e un passero d’Italia (Passer italiae). Le lesioni sono state rile-
vate in tutte le sessioni di inanellamento, con proporzioni comprese tra 11,1% e 25% nelle 
passere mattuge; l’unico passero d’Italia catturato presentava lesioni. Le sedi maggiormente 
interessate erano le zampe, seguite dalle ali; in alcuni soggetti le lesioni coinvolgevano più 
distretti anatomici, inclusi becco, regione perioculare e zampe (Figura 1). Non sono stati 
osservati evidenti segni clinici sistemici durante l’esame effettuato sul campo.

Figura 1. Passer montanus giovane dell’anno con lesioni APV-like multifocali (a-d) compa-
tibili con la forma cutanea di vaiolo aviare.
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Figura 1. Passer montanus giovane dell’anno con lesioni APV-like multifocali (a-d) compatibili con la forma cutanea di 
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Cinque campioni, raccolti da quattro passere mattuge e da un passero d’Italia, sono risultati positivi alla PCR per il gene p4b. 
Le sequenze parziali ottenute (552 bp), depositate in GenBank con numeri di accesso PZ162752-PZ162756, sono risultate 
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2011; Terasaki et al., 2010). L’analisi filogenetica ha collocato i virus identificati all’interno della sottoclade B2 (Figura 2).  
Le CAM inoculate hanno mostrato ispessimento diffuso; l’esame istologico ha evidenziato degenerazione balloniforme delle 
cellule epiteliali e corpi inclusi eosinofilici intracitoplasmatici, compatibili con infezione da APV (Figura 3). 
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Cinque campioni, raccolti da quattro passere mattuge e da un passero d’Italia, sono risul-
tati positivi alla PCR per il gene p4b. Le sequenze parziali ottenute (552 bp), depositate in 
GenBank con numeri di accesso PZ162752-PZ162756, sono risultate identiche tra loro e 
hanno mostrato il 100% di identità nucleotidica con APV precedentemente rilevati in uccelli 
selvatici o mantenuti in cattività in Portogallo, Marocco e Giappone (Henriques et al., 2016; 
Le Loc’h et al., 2014; Pérez-Tris et al., 2011; Terasaki et al., 2010). L’analisi filogenetica ha 
collocato i virus identificati all’interno della sottoclade B2 (Figura 2). 
Le CAM inoculate hanno mostrato ispessimento diffuso; l’esame istologico ha evidenziato 
degenerazione balloniforme delle cellule epiteliali e corpi inclusi eosinofilici intracitopla-
smatici, compatibili con infezione da APV (Figura 3).

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
I risultati documentano la prima identificazione di APV sottoclade B2 in Italia in Passerifor-
mi inanellati in provincia di Napoli. Le lesioni osservate erano coerenti con la forma cutanea 
di vaiolo aviare, la manifestazione più frequentemente descritta negli uccelli selvatici (van 
Riper III & Forrester, 2007). La presenza di lesioni in una quota relativamente elevata di 
soggetti e in sessioni consecutive suggerisce una circolazione locale del virus durante il pe-
riodo di studio. Inoltre, l’identificazione di sequenze identiche in Passer montanus e Passer 
italiae indica la possibile circolazione della stessa variante virale tra specie simpatriche che 
condividono habitat, siti di alimentazione e rifugio; tale ipotesi è coerente con la tendenza 
di specie simili per tassonomia, dimensioni corporee e comportamento alimentare ad asso-
ciarsi in gruppi misti (Sridhar et al., 2012; Fülöp et al., 2022). Il riscontro in soggetti gio-
vani dell’anno supporta l’ipotesi di un’infezione acquisita localmente e di una circolazione 
attiva nella popolazione selvatica e/o nell’ambiente circostante. La comparsa dei casi a fine 
estate è inoltre compatibile con la stagionalità degli artropodi ematofagi, potenziali vettori 
meccanici degli APV (Akey et al., 1981; Forrester, 1990). Sebbene non sia stato indagato un 
collegamento epidemiologico diretto, la presenza nell’area di attività di allevamento e man-
tenimento di passeriformi ornamentali potrebbe rappresentare un ulteriore elemento rilevante 
per la persistenza e la diffusione del virus all’interfaccia tra uccelli selvatici e quelli allevati 
in cattività come gli uccelli da gabbia e voliera.
Questo studio amplia le conoscenze sulla diversità degli APV in Europa e segnala per la 
prima volta la circolazione di Starlingpox virus sottoclade B2 in Italia. L’integrazione di 
sorveglianza molecolare, indagini patologiche, dati ecologici e informazioni sulle attività an-
tropiche locali potrà contribuire a chiarire le dinamiche di mantenimento e trasmissione degli 
APV e a orientare misure di monitoraggio e biosicurezza mirate all’interfaccia tra avifauna 
selvatica e uccelli allevati e detenuti in cattività.
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Figura 2. Albero filogenetico del frammento del gene p4b: gli APV identificati in Passer 
montanus e Passer italiae si collocano nella sottoclade B2.
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degenerazione balloniforme dell’epitelio e corpi inclusi eosinofilici intracitoplasmatici (b).

APV e a orientare misure di monitoraggio e biosicurezza mirate all’interfaccia tra avifauna selvatica e uccelli allevati e 
detenuti in cattività. 
 
Figura 2. Albero filogenetico del frammento del gene p4b: gli APV identificati in Passer montanus e Passer italiae si 
collocano nella sottoclade B2. 

 
 
 
 
Figura 3. Embrione di pollo SPF inoculato con APV. Ispessimento e opacità della CAM (a), degenerazione balloniforme 
dell’epitelio e corpi inclusi eosinofilici intracitoplasmatici (b). 
 

 
BIBLIOGRAFIA 
1. Akey, B. L., Nayar, J. K., & Forrester, D. J. (1981). Avian pox in Florida wild turkeys: Culex nigripalpus and Wyeomyia 

vanduzeei as experimental vectors. J Wildl Dis, 17, 597-599. 

Avipoxvirus/Italy/Eurasian tree sparrow/1/2025
Avipoxvirus/Italy/Eurasian tree sparrow/2/2025
Avipoxvirus/Italy/Eurasian tree sparrow/3/2025

0.1

Avipoxvirus/Laysan albatross/1983
Avipoxvirus/Magellanic penguin/2007

Avipoxvirus/Morocco/House sparrow/2009

Avipoxvirus/USA/Northern cardinal/2003

Avipoxvirus/Brazil/Chicken/2019

Avipoxvirus/Mourning dove/1987

Avipoxvirus/Common murre/1991

Avipoxvirus/USA/American crow/2003

Avipoxvirus/Eurasian eagle owl/-

Avipoxvirus/Spain/Golden eagle/2000

Avipoxvirus/Trumpeter swan/1991

Avipoxvirus/Wood duck/1991

Avipoxvirus/UAB/Asian houbara/2014

Avipoxvirus/Germany/Turkey/2001

Avipoxvirus/Japan/Greater flamingo/2003

Avipoxvirus/Wood-pigeon/2008

Avipoxvirus/UK/Parrot/1989

Avipoxvirus/Hungary/Common Hill Myna/2012

Avipoxvirus/Canada/Blue jay/1998

Avipoxvirus/Austria/Canary/2009

Avipoxvirus/Rock dove/1995

Avipoxvirus/Booted eagle/2000

Avipoxvirus/UAB/Falcon/2002

Avipoxvirus/Nigeria/Chicken/2013

Avipoxvirus/USA/House finch/2003

Avipoxvirus/Pelagic cormorant/1989

Avipoxvirus/Mottled duck/2005

Avipoxvirus/Iran/Backyard turkey/2015

Avipoxvirus/Trumpeter swan/1989

Avipoxvirus/Redhead duck/1991

Avipoxvirus/USA/Amakihi/-

Avipoxvirus/USA/Palila/-

Avipoxvirus/Brazil/Chicken/2019

Avipoxvirus/Red-footed falcon/2007

Avipoxvirus/Hungary/Great bustard/2005

Avipoxvirus/Portugal/Chicken/2013

Avipoxvirus/Pigeon/2013

Avipoxvirus/USA/Yellow-crowned amazon/1980

Avipoxvirus/Tanzania/Chicken/2012

Avipoxvirus/USA/European starling/1984

Avipoxvirus/Common buzzard/2000

Avipoxvirus/UAB/Stone curlew/1998

Avipoxvirus/USA/Red-tailed hawk/2003

Avipoxvirus/Italy/Eurasian tree sparrow/4/2025

Avipoxvirus/Spain/Eurasian stone-curlew/2023/2024

Avipoxvirus/Quail/-

Avipoxvirus/Japan/Japanese cormorant/2019

Avipoxvirus/Spain/Red crossbill/1930

Avipoxvirus/Portugal/Flamingo/2010

Avipoxvirus/Domestic mallard duck/2013

Avipoxvirus/Eurasian stone-curlew/1980
Avipoxvirus/Indian peafowl/2003

Avipoxvirus/USA/European starling/1985

Avipoxvirus/Canada goose/1992

Avipoxvirus/USA/Great blue heron/2004

Avipoxvirus/Germany/Lovebird/-

Avipoxvirus/Silver pheasant/2008

Avipoxvirus/UK/Chicken/1986

UFBoot ≥ 95
UFBoot 80-94

Avipoxvirus/Italy/Quail/-

Avipoxvirus/Italy/Italian sparrow/2025

E

C

D

B1

B3

B2

A4

A1

A6

A7

A5

A3

A2

A1

(a) (b)



106

BIBLIOGRAFIA
1.	 Akey, B. L., Nayar, J. K., & Forrester, D. J. (1981). Avian pox in Florida wild turkeys: 

Culex nigripalpus and Wyeomyia vanduzeei as experimental vectors. J Wildl Dis, 17, 
597-599.

2.	 Boyle, D. B. (2007). Genus Avipoxvirus. In Mercer, A. A., Schmidt, A., & Weber, O. 
(Eds.), Poxviruses (pp. 217-251). Basel, Switzerland: Springer.

3.	 Di Francesco, C. E., Profeta, F., Romanucci, M., Zuccarini, R., Altea, T., Malatesta, D., 
Della Salda, L., & Marsilio, F. (2019). Evidence of avian poxvirus and papillomavirus 
infection in Gyps fulvus in Italy. Arch Virol, 164, 291-295.

4.	 Dufour-Zavala, L. (2008). A Laboratory Manual for the Isolation, Identification and 
Characterization of Avian Pathogens. Jacksonville, Florida, USA: American Associa-
tion of Avian Pathologists.

5.	 Fair, J., Paul, J., Jones, J., & Bies, L. (2023). Guidelines to the Use of Wild Birds in 
Research. Washington, D.C., USA: Ornithological Council.

6.	 Forrester, D. (1990). The ecology and epizootiology of avian pox and malaria in wild 
turkeys. Bull Soc Vector Ecol, 16, 127-148.

7.	 Fülöp, A., Németh, Z., Kocsis, B., Deák-Molnár, B., Bozsoky, T., Kőmüves, G., & Bar-
ta, Z. (2022). Fighting ability, personality and melanin signalling in free-living Eurasian 
tree sparrows. PeerJ, 10, e13660.

8.	 Henriques, A. M., Fagulha, T., Duarte, M., Ramos, F., Barros, S. C., Luís, T., Bernar-
dino, R., Fernandes, T. L., Lapão, N., da Silva, J. F., & Fevereiro, M. (2016). Avian 
poxvirus infection in a flamingo of the Lisbon zoo. J Zoo Wildl Med, 47, 161-174.

9.	 Kalyaanamoorthy, S., Minh, B. Q., Wong, T. K. F., von Haeseler, A., & Jermiin, L. 
S. (2017). ModelFinder: fast model selection for accurate phylogenetic estimates. Nat 
Methods, 14, 587-589.

10.	 Katoh, K., & Standley, D. M. (2013). MAFFT multiple sequence alignment software 
version 7: improvements in performance and usability. Mol Biol Evol, 30, 772-780.

11.	 Kligler, I. J., Muckenfuss, R. S., & Rivers, T. M. (1929). Transmission of fowl-pox by 
mosquitoes. J Exp Med, 49, 649-660.

12.	 Le Loc’h, G., Ducatez, M. F., Camus-Bouclainville, C., Guérin, J. L., & Bertagnoli, S. 
(2014). Diversity of avipoxviruses in captive-bred Houbara bustard. Vet Res, 45, 98.

13.	 Lecis, R., Secci, F., Antuofermo, E., Nuvoli, S., Scagliarini, A., Pittau, M., & Alberti, A. 
(2017). Multiple gene typing and phylogeny of avipoxvirus in a stone curlew. Vet Res 
Commun, 41, 77-83.

14.	 Lee, H. R., Koo, B. S., Kim, J. T., Kim, H. C., Kim, M. S., Klein, T. A., Shin, M. S., Lee, 
S., Jeon, E. O., Min, K. C., Lee, S. B., Bae, Y., & Mo, I. P. (2017). Molecular epidemio-
logy of avian poxvirus in turtle doves and biting midges. J Wildl Dis, 53, 749-760.

15.	 Lee, L. H., & Lee, K. H. (1997). Application of PCR for the diagnosis of fowl poxvirus 
infection. J Virol Methods, 63, 113-119.

16.	 Lüschow, D., Hoffmann, T., & Hafez, H. M. (2004). Differentiation of avian poxvirus 
strains based on 4b gene sequences. Avian Dis, 48, 453-462.

17.	 Manarolla, G., Pisoni, G., Sironi, G., & Rampin, T. (2010). Molecular characterization 
of avian poxvirus strains from different avian species. Vet Microbiol, 140, 1-8.

18.	 McGraw, K. J., Aguiar de Souza Penha, V., Drake, D. J., Kraberger, S., & Varsani, A. 
(2022). Poxvirus infection in house finches. Transbound Emerg Dis, 69, e2318-e2328.

19.	 McInnes, C. J., Damon, I. K., Smith, G. L., McFadden, G., Isaacs, S. N., Roper, R. L., 
Evans, D. H., Damaso, C. R., Carulei, O., Wise, L. M., & Lefkowitz, E. J. (2023). ICTV 
Virus Taxonomy Profile: Poxviridae 2023. J Gen Virol, 104.



107

20.	 Pérez-Tris, J., Williams, R. A., Abel-Fernández, E., Barreiro, J., Conesa, J. J., Figuerola, 
J., Martinez-Martínez, M., Ramírez, A., & Benitez, L. (2011). Multiplex PCR for pox-
virus and papillomavirus in cutaneous warts from live birds and museum skins. Avian 
Dis, 55, 545-553.

21.	 Rampin, T., Pisoni, G., Manarolla, G., Gallazzi, D., & Sironi, G. (2007). Epornitic of 
avian pox in common buzzards (Buteo buteo): virus isolation and molecular biological 
characterization. Avian Pathol, 36, 161-165.

22.	 Sridhar, H., Srinivasan, U., Askins, R. A., Canales-Delgadillo, J. C., Chen, C.-C., Ewert, 
D. N., Gale, G. A., Goodale, E., Gram, W. K., & Hart, P. J. (2012). Positive relationships 
between association strength and phenotypic similarity characterize the assembly of 
mixed-species bird flocks worldwide. Am Nat, 180, 777-790.

23.	 Terasaki, T., Kaneko, M., & Mase, M. (2010). Avian poxvirus infection in flamingos 
(Phoenicopterus roseus) in a zoo in Japan. Avian Dis, 54, 955-957.

24.	 Trifinopoulos, J., Nguyen, L. T., von Haeseler, A., & Minh, B. Q. (2016). W-IQ-TREE: 
a fast online phylogenetic tool. Nucleic Acids Res, 44, W232-W235.

25.	 Tripathy, D. N., & Reed, W. M. (2020). Pox. In Swayne, D. E. et al. (Eds.), Diseases of 
Poultry, 14th ed., Wiley-Blackwell, pp. 364-381.

26.	 Van Riper III, C., & Forrester, D. J. (2007). Avian pox. In Thomas, N. J., Hunter, D. B., 
& Atkinson, C. T. (Eds.), Infectious Diseases of Wild Birds, Blackwell Publishing, pp. 
131-176.

27.	 Williams, R. A. J., Truchado, D. A., & Benitez, L. (2021). Prevalence of poxvirus dise-
ase in free-living and captive wild birds. Microbiol Res, 12, 403-418.



108

SORVEGLIANZA AEROBIOLOGICA DI PATOGENI E GENI DI RE-
SISTENZA ANTIMICROBICA NEGLI ALLEVAMENTI AVICOLI: UN 
APPROCCIO ONE HEALTH

Catania A.M.1, Ioakeimidou M.1, Stella M.C.1, Scagliotti P.F.2, Gavazzi L.3, Castellina C.4, 
Grego E.1

1 Dipartimento di Scienze Veterinarie, Università degli Studi di Torino, Largo Paolo Braccini 2, 
10095 Grugliasco (TO), Italia;
2 ASL Casale, Italia;
3 Amadori, Italia;
4 Incubatoio Aglietto Natura, Bianzè (VC), Italia.

Summary
Environmental surveillance is increasingly recognized as a key component of One Health 
strategies aimed at monitoring infectious agents and antimicrobial resistance determinants in 
livestock production systems. In intensive poultry farming, bioaerosols and environmental 
matrices may contribute to the circulation and environmental dissemination of pathogens, 
bacteria and antimicrobial resistance genes. This study evaluated the applicability of an in-
tegrated aerobiological and environmental sampling approach in the external environment 
surrounding a poultry breeder farm. Air, litter, soil and broad-leaf vegetation samples were 
collected and analysed using molecular methods. Viral RNA was investigated by real-time 
RT-PCR targeting Influenza A virus, while DNA from environmental samples was analysed 
for selected antimicrobial resistance genes using multiplex PCR coupled with xTAG® Lu-
minex technology. Molecular results showed the detection of Influenza A viral RNA in lit-
ter, broad-leaf vegetation and bioaerosol collected immediately outside the farm fence. In 
addition, external poultry bioaerosol samples confirmed the detection of the sulfonamide 
resistance gene sul1, while sul2, sul3 and sul4 were not detected. These findings support 
the potential value of aerobiological and environmental sampling as a non-invasive tool for 
integrated One Health surveillance in poultry production systems.

INTRODUZIONE
L’approccio One Health riconosce la stretta interconnessione tra salute animale, salute umana 
e ambiente, promuovendo sistemi di sorveglianza integrati in grado di monitorare simulta-
neamente la circolazione di agenti patogeni e determinanti di resistenza antimicrobica (Adi-
sasmito et al., 2022). In questo contesto, l’ambiente rappresenta un elemento chiave nella 
diffusione di microrganismi e materiale genetico, costituendo un’interfaccia dinamica tra 
allevamento, ecosistemi circostanti e popolazione umana.

L’antimicrobico-resistenza rappresenta una delle principali minacce sanitarie globali e coin-
volge contemporaneamente uomo, animali e ambiente (WHO, 2023). Gli allevamenti avicoli 
intensivi possono costituire ecosistemi complessi nei quali animali, lettiera, deiezioni, pol-
veri organiche e sistemi di ventilazione contribuiscono alla formazione e alla dispersione di 
bioaerosol. Quest’ultimo può contenere batteri, virus, frammenti cellulari, DNA microbico 
e geni di resistenza antimicrobica, rendendo il comparto aereo una matrice di crescente inte-
resse per la sorveglianza ambientale (Zhao et al., 2014; Bai et al., 2022; Luiken et al., 2020).
Il campionamento aerobiologico consente di valutare la presenza di materiale biologico ae-
rodisperso in modo non invasivo, senza interferire direttamente con gli animali e con la 
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possibilità di ottenere informazioni rappresentative dell’ambiente produttivo (Zhao et al., 
2014). Tale approccio risulta particolarmente utile in ambito avicolo, dove l’elevata densità 
animale, la presenza di lettiera e i sistemi di ventilazione possono favorire la mobilizzazione 
di particelle biologiche e la loro dispersione nell’ambiente esterno.

Oltre al bioaerosol, anche matrici ambientali quali lettiera, terreno e vegetazione possono 
fornire indicazioni utili sulla contaminazione biologica dell’ecosistema di allevamento. La 
lettiera rappresenta una matrice strettamente associata agli animali e alle loro deiezioni, men-
tre il terreno e la vegetazione circostante possono riflettere la deposizione di particelle aero-
disperse e la possibile persistenza di materiale genetico nell’ambiente esterno.

Lo sviluppo di metodiche molecolari ad elevata sensibilità consente oggi di integrare, sugli 
stessi campioni ambientali, la ricerca di differenti target biologici (Dunbar, 2006; Laconi 
et al., 2020). La real-time RT-PCR permette la rilevazione rapida e specifica di RNA virale 
(Laconi et al., 2020; WOAH, 2024), mentre la tecnologia multiplex PCR/xTAG® Luminex 
consente l’identificazione simultanea di più geni di resistenza antimicrobica, offrendo la pos-
sibilità di caratterizzare il resistoma ambientale associato agli allevamenti avicoli (Dunbar, 
2006; Luiken et al., 2020).

Nel presente studio è stato applicato un protocollo di sorveglianza ambientale mediante cam-
pionamento di bioaerosol, lettiera, terreno e vegetazione in prossimità di un allevamento 
avicolo di riproduttori. Il contesto di campionamento era rappresentato da un’area interes-
sata dalla gestione di un focolaio confermato di influenza aviaria ad alta patogenicità. Tale 
situazione ha consentito di valutare la presenza di RNA virale in differenti matrici ambientali 
e, parallelamente, di applicare un approccio molecolare per la ricerca dei principali geni di 
resistenza antimicrobica, con particolare riferimento ai geni di resistenza ai sulfamidici.
L’obiettivo del lavoro è stato valutare la fattibilità di un approccio integrato di sorveglianza 
ambientale e aerobiologica finalizzato alla ricerca di acidi nucleici virali e geni di resistenza 
antimicrobica nelle matrici ambientali degli allevamenti avicoli, quale modello applicativo 
di sorveglianza in ottica One Health.

MATERIALI E METODI

Campionamento
Lo studio è stato condotto nell’ambito di un programma di sorveglianza ambientale applicato 
ad un allevamento avicolo di riproduttori e all’area esterna circostante. Il protocollo di cam-
pionamento è stato sviluppato con l’obiettivo di valutare la presenza di materiale biologico 
in differenti matrici ambientali e di integrare, sugli stessi campioni, la ricerca di RNA virale 
e geni di resistenza antimicrobica. Non sono riportati codici aziendali o ulteriori dettagli 
identificativi dei siti campionati.
Sono state raccolte differenti matrici ambientali rappresentative dei principali comparti coin-
volti nella possibile diffusione di materiale biologico: bioaerosol esterno, lettiera, terreno su-
perficiale e foglie di vegetazione spontanea, con particolare attenzione a piante a foglia larga.

Il campionamento è stato effettuato in prossimità dell’allevamento e lungo un gradiente 
spaziale nell’ambiente esterno. I campioni di bioaerosol sono stati raccolti immediatamente 
all’esterno della recinzione dell’allevamento e in ulteriori punti ambientali selezionati. Le 
matrici solide sono state raccolte in contenitori sterili e trasportate in laboratorio per le suc-
cessive analisi molecolari.
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Campionamento aerobiologico

Il campionamento del bioaerosol è stato effettuato mediante dispositivo AeroCollect®, si-
stema portatile di campionamento attivo dell’aria basato sulla cattura elettrostatica delle par-
ticelle biologiche aerodisperse. Il dispositivo consente di aspirare un volume noto di aria 
all’interno di una camera di raccolta monouso, nella quale un campo elettrostatico permette 
di trattenere particelle microscopiche presenti nel bioaerosol, inclusi batteri, virus, frammenti 
cellulari e materiale genetico.

Il dispositivo è stato utilizzato nell’ambiente esterno all’allevamento, mantenendo condizio-
ni operative standardizzate. I campioni aerobiologici sono stati raccolti in prossimità delle 
aree di interesse, con particolare attenzione all’area immediatamente esterna alla recinzione 
aziendale. Al termine del campionamento, le camere di raccolta sono state conservate in con-
dizioni idonee fino alla processazione in laboratorio.

Preparazione dei campioni ed estrazione degli acidi nucleici

I campioni di bioaerosol raccolti mediante AeroCollect® sono stati sottoposti a eluizione 
utilizzando acqua sterile molecolare. Il volume di eluizione è stato fatto circolare all’interno 
della camera di raccolta al fine di recuperare il materiale biologico trattenuto durante il cam-
pionamento. L’eluato ottenuto è stato trasferito in microprovette sterili e conservato a -80 °C 
fino alle successive analisi.

Per le matrici ambientali solide, comprendenti lettiera, terreno e foglie, è stata effettuata l’e-
strazione degli acidi nucleici mediante protocolli di biologia molecolare idonei alla tipologia 
di matrice. Il DNA totale estratto è stato destinato alla ricerca dei geni di resistenza antimicro-
bica, mentre l’RNA estratto dalle matrici selezionate è stato utilizzato per la ricerca dell’RNA 
virale mediante real-time RT-PCR.

Ricerca dell’RNA virale

La ricerca dell’RNA del virus dell’influenza aviaria di tipo A è stata eseguita mediante re-
al-time reverse transcriptase polymerase chain reaction (real-time RT-PCR), secondo un ap-
proccio ampiamente utilizzato nella diagnostica dell’influenza aviaria (Laconi et al., 2020; 
WOAH, 2024). L’analisi è stata condotta utilizzando un protocollo diagnostico validato basa-
to sull’amplificazione del gene della proteina di matrice (gene M), comunemente impiegato 
come test di screening per la rilevazione dei virus influenzali di tipo A (WOAH, 2024).

È importante sottolineare che tale metodica consente esclusivamente la rilevazione di RNA 
virale e non permette di dimostrare la presenza di particelle virali vitali o infettanti. Pertanto, 
i risultati ottenuti sono stati interpretati come evidenza della presenza di acidi nucleici virali 
nelle matrici ambientali analizzate.

Ricerca dei geni di resistenza antimicrobica

Il DNA estratto dai campioni ambientali è stato analizzato mediante PCR multiplex segui-
ta da identificazione dei target genetici attraverso tecnologia xTAG® Luminex (Dunbar, 
2006). Tale metodica consente la rilevazione simultanea di più target molecolari in un’unica 
seduta analitica, mediante l’impiego di primer specifici, sequenze TAG e microsfere Ma-
gPlex®-TAG associate a lettura fluorimetrica.
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In questa fase del lavoro, l’attenzione è stata rivolta in particolare ai geni di resistenza ai 
sulfamidici: sul1, sul2, sul3 e sul4. Tali geni codificano per varianti della diidropteroato sin-
tetasi meno sensibili all’azione dei sulfamidici e rappresentano determinanti genetici di inte-
resse per lo studio della diffusione dell’antimicrobico-resistenza negli ecosistemi zootecnici 
(Rådström et al., 1991; Razavi et al., 2017; Catania et al., 2024).

I risultati sono stati interpretati in funzione della matrice campionata, con particolare rife-
rimento al bioaerosol esterno, al fine di valutare l’applicabilità del campionamento aero-
biologico ambientale come strumento di sorveglianza non invasiva dei geni di resistenza 
antimicrobica.

Analisi dei dati

I risultati ottenuti mediante real-time RT-PCR sono stati valutati in relazione alla matrice 
ambientale campionata e alla posizione del punto di prelievo. L’obiettivo era descrivere la 
distribuzione spaziale dell’RNA virale rilevabile nelle matrici ambientali, senza formulare 
conclusioni sulla vitalità o infettività delle particelle virali eventualmente presenti.
I risultati relativi ai geni di resistenza antimicrobica sono stati interpretati come dati di fatti-
bilità della piattaforma AeroCollect®/xTAG® Luminex per il monitoraggio del resistoma nel 
bioaerosol esterno degli allevamenti avicoli.

RISULTATI
Il protocollo di sorveglianza ambientale ha consentito il campionamento di bioaerosol, let-
tiera, terreno e vegetazione mediante un approccio integrato finalizzato alla ricerca di RNA 
virale e geni di resistenza antimicrobica.
Le analisi effettuate mediante real-time RT-PCR hanno evidenziato la presenza di RNA del 
virus dell’influenza aviaria di tipo A nella lettiera. Tale riscontro documenta la presenza di 
acidi nucleici virali nella principale matrice ambientale associata agli animali e alle loro 
deiezioni.

Ulteriori positività molecolari sono state osservate in campioni di vegetazione a foglia larga e 
nel bioaerosol raccolto immediatamente all’esterno della recinzione dell’allevamento. Questi 
risultati indicano la presenza di RNA virale rilevabile anche in matrici ambientali esterne 
all’area di stabulazione.

Le restanti matrici ambientali raccolte lungo il gradiente spaziale sono attualmente in fase 
di processamento. Il completamento delle analisi consentirà di descrivere la distribuzione 
spaziale dell’RNA virale rilevabile nelle matrici ambientali, fornendo indicazioni sulla distri-
buzione degli acidi nucleici virali nell’ambiente circostante l’allevamento.

Parallelamente, i dati ottenuti mediante campionamento del bioaerosol esterno con dispositi-
vo AeroCollect® hanno confermato la fattibilità della ricerca di geni di resistenza antimicro-
bica direttamente nei campioni aerobiologici ambientali.

L’analisi mediante tecnologia multiplex PCR/xTAG® Luminex ha evidenziato la presenza 
del solo gene sul1, mentre sul2, sul3 e sul4 non sono risultati rilevabili nei campioni di bioae-
rosol esterno analizzati. Tali risultati confermano l’applicabilità del campionamento aerobio-
logico ambientale quale strumento non invasivo per la sorveglianza dei determinanti genetici 
di resistenza antimicrobica negli allevamenti avicoli.
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Le analisi dei geni di resistenza antimicrobica sulle ulteriori matrici ambientali raccolte nel 
presente studio, comprendenti lettiera, terreno e vegetazione, sono attualmente in corso e 
consentiranno di caratterizzare la distribuzione del resistoma ambientale in relazione alla 
presenza di RNA virale nelle stesse matrici.

DISCUSSIONE
L’approccio One Health richiede lo sviluppo di sistemi di sorveglianza in grado di integrare 
il monitoraggio della salute animale, dell’ambiente e della salute pubblica (Adisasmito et al., 
2022). In questo contesto, la sorveglianza ambientale rappresenta uno strumento comple-
mentare ai tradizionali programmi di controllo sanitario, consentendo di valutare la presenza 
di agenti biologici e determinanti di resistenza antimicrobica senza ricorrere necessariamente 
al campionamento diretto degli animali (Bai et al., 2022; Luiken et al., 2020).
Nel presente studio, il campionamento di bioaerosol, lettiera, terreno e vegetazione ha per-
messo di applicare un protocollo integrato di monitoraggio ambientale basato sulla ricerca 
di RNA virale e, parallelamente, sulla caratterizzazione molecolare dei geni di resistenza 
antimicrobica.

Il riscontro di RNA del virus dell’influenza aviaria in differenti matrici ambientali documenta 
la presenza di acidi nucleici virali nell’ambiente circostante l’allevamento. È tuttavia impor-
tante sottolineare che la metodica di real-time RT-PCR utilizzata consente esclusivamente la 
rilevazione di RNA virale e non permette di dimostrare la presenza di particelle virali vitali 
o infettanti. Pertanto, i risultati devono essere interpretati come evidenza della distribuzione 
spaziale degli acidi nucleici virali nelle matrici ambientali investigate e non come dimostra-
zione della presenza di virus infettante.

La rilevazione di RNA virale nella lettiera appare coerente con il ruolo di questa matrice 
quale comparto strettamente associato agli animali, alle deiezioni e al materiale organico 
dell’allevamento. Il riscontro di RNA virale in campioni di vegetazione a foglia larga e nel 
bioaerosol esterno suggerisce invece l’utilità delle matrici ambientali come indicatori della 
presenza di acidi nucleici virali nell’ambiente circostante. La prosecuzione delle analisi con-
sentirà di definire con maggiore precisione la distribuzione spaziale dell’RNA virale rileva-
bile nelle diverse matrici.

Parallelamente, i risultati ottenuti mediante campionamento aerobiologico esterno con di-
spositivo AeroCollect® confermano la possibilità di utilizzare il bioaerosol ambientale per la 
ricerca dei geni di resistenza antimicrobica. In particolare, la rilevazione del solo gene sul1, 
associata alla mancata identificazione di sul2, sul3 e sul4, suggerisce che il bioaerosol possa 
rappresentare una matrice utile per la sorveglianza molecolare dell’antimicrobico-resistenza 
negli allevamenti avicoli.

Il gene sul1 è frequentemente associato agli integroni di classe 1, elementi genetici mobili 
ampiamente diffusi tra batteri Gram-negativi di origine intestinale, inclusi membri della fa-
miglia Enterobacteriaceae (Gillings, 2014; Poey et al., 2019). Negli allevamenti avicoli, la 
presenza di batteri enterici nella lettiera e nelle deiezioni può favorire la loro aerosolizzazio-
ne e la conseguente rilevazione di determinanti genetici di resistenza nel bioaerosol (Zhao 
et al., 2014; Luiken et al., 2020). La mancata rilevazione di sul2, sul3 e sul4 nei campioni 
aerobiologici esterni analizzati potrebbe essere correlata alla diversa distribuzione ecologica 
di questi geni, alla loro associazione con specifici elementi genetici mobili o alla bassa abbon-
danza nei campioni investigati (Rådström et al., 1991; Razavi et al., 2017; Catania et al., 2024).
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L’elemento innovativo del presente lavoro risiede nell’integrazione delle due linee di in-
dagine sul medesimo approccio di campionamento ambientale. La possibilità di utilizzare 
matrici ambientali esterne per la ricerca di acidi nucleici virali e geni di resistenza antimi-
crobica apre nuove prospettive per lo sviluppo di sistemi di sorveglianza ambientale multi-
parametrici.

Il campionamento aerobiologico esterno presenta inoltre importanti vantaggi applicativi. 
Esso consente un monitoraggio non invasivo, riduce la necessità di accesso diretto agli ani-
mali e può essere ripetuto nel tempo con minore impatto operativo. Questo aspetto è partico-
larmente rilevante in contesti di emergenza sanitaria o di restrizioni legate alla biosicurezza, 
nei quali l’accesso agli allevamenti può essere limitato.

Nel complesso, i risultati ottenuti supportano l’impiego del bioaerosol e delle matrici am-
bientali quali strumenti integrativi per la sorveglianza degli allevamenti avicoli. Il completa-
mento delle analisi sui campioni ancora in fase di processamento consentirà di approfondire 
la relazione tra distribuzione dell’RNA virale e presenza di geni di resistenza antimicrobica 
nelle diverse matrici, contribuendo allo sviluppo di modelli di sorveglianza ambientale in 
ottica One Health.

CONCLUSIONI
Il presente studio conferma l’applicabilità della sorveglianza ambientale quale supporto ai 
programmi di biosicurezza negli allevamenti avicoli.
L’integrazione del campionamento aerobiologico con l’analisi di differenti matrici ambien-
tali consente di ottenere informazioni complementari sulla distribuzione degli acidi nucleici 
virali e dei geni di resistenza antimicrobica attraverso un approccio non invasivo e facil-
mente ripetibile.

I risultati evidenziano la presenza di RNA del virus dell’influenza aviaria in differenti ma-
trici ambientali, quali lettiera, vegetazione a foglia larga e bioaerosol esterno alla recinzione 
dell’allevamento. Tali risultati devono essere interpretati come rilevazione di acidi nucleici 
virali e non come dimostrazione della presenza di virus infettante.

Il campionamento del bioaerosol esterno mediante AeroCollect® associato alla tecnologia 
xTAG® Luminex ha inoltre consentito la rilevazione del gene sul1, mentre sul2, sul3 e sul4 
non sono risultati rilevabili nei campioni analizzati.

Il completamento delle analisi molecolari sulle ulteriori matrici ambientali consentirà di 
definire la distribuzione spaziale dell’RNA virale e del resistoma ambientale, contribuendo 
allo sviluppo di modelli innovativi di sorveglianza ambientale secondo i principi della One 
Health.
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Summary
Avian coccidiosis remains one of the leading causes of economic losses in poultry 
production, affecting performance directly and, indirectly, through enteric dysbiosis. 
Growing pressure to reduce the use of synthetic anticoccidials has stimulated interest in 
phytogenic alternatives, yet field data on specific essential oil combinations under natural 
infection conditions remain limited. This study evaluated, under field conditions, the 
efficacy of a phytogenic product based on cinnamon (Cinnamomum cassia), chili pepper 
(Capsicum frutescens) and ginger (Zingiber officinale), administered at 1.5 kg/t of feed, 
compared with a conventional anticoccidial protocol (nicarbazin, narasin, salinomycin) in 
a commercial Ross 308 broiler farm (n=24,650 and 24,600 birds, 2 houses/group). Fecal 
oocyst counts (McMaster technique) were determined at 21, 28, 35 and 42 days. Lesion 
scores (Johnson & Reid, 1970) were assessed in spontaneously deceased birds at the 
same time points. Body weight was recorded at 7, 21, 31 and 50 days. The treated group 
showed an earlier peak in oocyst excretion (28 vs 35 days) compared with the control, 
with no statistically significant differences between groups for oocyst counts (Mann-
Whitney, p=0.222), lesion scores (p=0.654) or body weight (paired t-test, p=0.861). The 
phytogenic product showed no statistically significant differences compared with to the 
conventional program, with a pattern consistent with an immunomodulatory mechanism 
rather than direct parasiticidal action. Therefore, these findings should be interpreted as 
preliminary field evidence supporting the potential use of the phytogenic product rather 
than as proof of equivalence. 

INTRODUZIONE
Nella moderna avicoltura, le diverse specie di coccidi incidono ancora in maniera 
rilevante sull’economia dell’allevamento, sia per i costi diretti legati all’infezione, sia 
per quelli indiretti connessi alla profilassi (Martins et al., 2022). Tra i principali effetti 
diretti della coccidiosi aviare si riscontrano un ridotto incremento di peso giornaliero e 
un peggioramento dell’indice di conversione alimentare (FCR), fattori che si traducono 
in una maggiore variabilità all’interno del gruppo, in un peggioramento del benessere 
animale e in declassamenti qualitativi della produzione.
Tra le conseguenze indirette rientra la disbiosi enterica, caratterizzata da un’alterazione 
della diversità e della struttura del microbioma intestinale, con conseguente squilibrio 
dell’omeostasi intestinale. Questo squilibrio può predisporre alla proliferazione di agenti 
patogeni opportunisti, in particolare Clostridium perfringens, con ulteriori rischi per la 
salute generale e la produttività del gruppo (Pietruska et al., 2023). Inoltre, l’aumento 
dell’umidità della lettiera, associato alla disbiosi intestinale, rappresenta un fattore di 
rischio significativo per la pododermatite, una delle principali cause di declassamento 
qualitativo delle carcasse (Taira et al., 2014).
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La profilassi si basa, oltre che su una gestione igienico-sanitaria ottimale dell’allevamento, 
sull’impiego di vaccini o sulla chemioprofilassi di routine, condotta tramite l’uso di 
composti anticoccidici. Questi si suddividono in due principali categorie: gli ionofori, 
derivati da prodotti di fermentazione, e le sostanze chimiche di sintesi, prodotte mediante 
sintesi chimica (Ahmad et al., 2024). Le difficoltà legate all’uso sistematico di farmaci 
e vaccini anticoccidici nei polli hanno però stimolato la ricerca di alternative naturali, 
portando alla luce una selezione di fitobiotici e altri prodotti di origine vegetale (Aziz-
Aliabad et al., 2026; Flores et al., 2026).
In molti paesi si registra oggi una crescente pressione, da parte dell’opinione pubblica 
e delle autorità legislative, perché i farmaci anticoccidici tradizionali vengano sostituiti 
con alternative nuove e socialmente più accettabili. Tra le opportunità emerge un 
maggiore ricorso a trattamenti “naturali”, tra cui sostanze fitochimiche, estratti vegetali, 
formulazioni a base di erbe e oli essenziali, o probiotici, impiegati come opzioni 
profilattiche o terapeutiche per il controllo della coccidiosi nel pollame. In alcuni contesti, 
in particolare nei paesi in via di sviluppo, queste alternative sono già ampiamente 
utilizzate per il trattamento degli animali, spesso per ragioni di costo o per consuetudini 
culturali (Tchodo et al., 2024).
Questi prodotti appartengono generalmente a due grandi categorie: gli estratti vegetali 
e gli oli essenziali. Il termine “estratto vegetale” è un termine generico, utilizzato per 
descrivere il prodotto ottenuto da un’operazione di separazione solido/liquido, in cui il 
materiale solido (la pianta) viene immerso in un solvente che ne solubilizza i principi 
attivi; il prodotto così ottenuto può essere eventualmente sottoposto a una seconda fase di 
separazione per ricavare un estratto più concentrato (Abubakar e Haque, 2020). Gli estratti 
vegetali sono relativamente semplici da manipolare e vengono comunemente inclusi nelle 
diete del pollame per migliorarne lo stato di salute (Akyildiz e Muzaffer, 2016).
Gli oli essenziali (OE) vengono invece ricavati da diverse specie di piante aromatiche 
mediante un’ampia gamma di metodi di estrazione (Aziz et al., 2018). Possono contenere 
oltre 200 composti e trovano impiego in diversi settori quali alimentare, farmaceutico, 
cosmetico e mangimistico, dove sono stati oggetto di numerosi studi volti a valutarne 
l’efficacia come agenti antimicrobici, antinfiammatori e antivirali. Diverse specie 
vegetali sono infatti riconosciute per il contenuto di principi attivi, sotto forma di estratti 
o di oli essenziali, in grado di esercitare attività farmacologiche e antiparassitarie. 
Diversi studi hanno valutato gli effetti di miscele di oli essenziali ed estratti vegetali, 
tra cui combinazioni di carvacrolo, cinnamaldeide e oleoresina di Capsicum spp, su 
performance produttive, risposta immunitaria e parametri di coccidiosi nel pollo da 
carne, generalmente in condizioni sperimentali controllate o in seguito a infezione 
artificiale (challenge). Risultano invece più limitati i dati relativi all’impiego specifico 
della combinazione di cannella, peperoncino e zenzero, in particolare per quanto 
riguarda la sua valutazione in condizioni di campo, in allevamento commerciale soggetto 
a infezione naturale piuttosto che a infezione sperimentale indotta. Il presente lavoro 
intende quindi contribuire a colmare questa lacuna, fornendo dati di efficacia raccolti in 
un contesto produttivo reale.
Il presente studio aveva l’obiettivo di valutare l’efficacia, nella profilassi della coccidiosi 
nel pollo da carne (broiler), di un prodotto fitogenico classificato come mangime 
complementare e costituito da una combinazione sinergica di oli essenziali ed estratti 
ottenuti dalla corteccia di cannella (Cinnamomum cassia), dal frutto di peperoncino 
(Capsicum frutescens) e dalla radice di zenzero (Zingiber officinale), confrontandola con 
quella di un protocollo di profilassi standard basato sull’alternanza di un anticoccidico 
chimico e di un ionoforo. 
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MATERIALI E METODI

Allevamento
La sperimentazione è stata condotta presso un allevamento di polli da carne convenzionale, 
con inizio il 1° ottobre 2025 e una durata complessiva di 50 giorni.
L’allevamento era comprensivo di 6 capannoni di dimensioni simili, di cui 4, contigui, 
utilizzati per la prova (capannoni numero 1, 2, 5 e 6). Nei capannoni 1 e 5, utilizzati per il 
trattamento con il prodotto fitogenico, sono stati accasati 24.650 broiler Ross 308 a sessi 
misti; nei capannoni 2 e 6, utilizzati come controllo con anticoccidico, sono stati accasati 
24.600 soggetti a sessi misti. L’assegnazione dei capannoni ai due trattamenti non è stata 
randomizzata, ma effettuata secondo uno schema a blocchi basato sulla disposizione 
strutturale dell’allevamento: i capannoni sono organizzati in coppie strutturalmente omogenee 
(1-2 e 5-6) e, all’interno di ciascuna coppia, un capannone è stato assegnato al trattamento 
fitogenico e l’altro al controllo, in modo da bilanciare eventuali differenze strutturali tra le 
coppie. Il capannone costituisce l’unità sperimentale indipendente (n = 2 capannoni/gruppo).
La densità di allevamento non ha mai superato i 33 kg/m², rispettando la Direttiva 2007/43/
CE del Consiglio del 28 giugno 2007. I capannoni erano dotati di ventilazione forzata e di 
riscaldamento con cappe a gas per mantenere una temperatura idonea al benessere degli 
animali. A 31 giorni è stato effettuato un carico parziale (sfoltimento): i soggetti destinati al 
macello sono stati selezionati esclusivamente in base al sesso, inviando le femmine, secondo 
la prassi commerciale dell’allevamento.
Durante il ciclo di allevamento, a campione, venivano pesati un centinaio di soggetti, suddivisi 
in tre pesate per capannone, per valutare la curva di crescita e il consumo di mangime; 
entrambi i dati venivano calcolati al giorno 7, al giorno 21 e al giorno 31 (sfoltimento con 
invio delle femmine al macello). Il ciclo si è concluso al giorno 50 con la macellazione finale.

Trattamento
Tutti i gruppi sono stati alimentati con mangimi standard che rispondevano alle linee guida 
dell’ibrido allevato. La formulazione di base del mangime era identica per tutti i gruppi; le diete 
differivano unicamente per la natura dell’additivo anticoccidico/fitogenico somministrato. 
Nei gruppi di controllo la profilassi anticoccidica nell’alimento è stata effettuata secondo le 
normali prassi dell’allevamento: da 1 a 10 giorni nicarbazina (125 ppm); da 11 a 24 giorni 
un’associazione paritaria di nicarbazina e narasin (100 ppm); da 25 a 35 giorni salinomicina 
(60 ppm); nel mangime da finissaggio non era presente alcun anticoccidico.
Nei gruppi trattati è stato invece utilizzato un prodotto fitogenico costituito da una 
combinazione sinergica di oli essenziali ed estratti ottenuti dalla corteccia di cannella 
(Cinnamomum cassia), dal frutto di peperoncino (Capsicum frutescens) e dalla radice di 
zenzero (Zingiber officinale), somministrato al dosaggio di 1,5 kg/tonnellata di mangime 
per l’intero ciclo di allevamento, fino alla macellazione. Il prodotto è composto al 20% da 
sostanze naturali botanicamente definite, mentre le proporzioni dei singoli componenti sono 
coperte da segreto industriale.

Campionamento e analisi di laboratorio
Settimanalmente, due operatori procedevano alla raccolta di feci fresche da più punti di 
ciascuno dei 4 capannoni, costituendo per ciascun capannone un pool di almeno 80-100 
campioni fecali, con un rapporto di circa 1/8-1/10 tra feci ciecali e feci normali. I campioni, 
mantenuti refrigerati, venivano trasportati presso il laboratorio del Dipartimento di Medicina 
Veterinaria e Scienze Animali dell’Università degli Studi di Milano e analizzati entro 24 ore 
mediante la tecnica McMaster (Long et al., 1976; Haug et al., 2006; Hauck e Pacheco, 2021).
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A 21, 28, 35 e 42 giorni di età venivano raccolti i soggetti deceduti, trasportati presso la sala 
necroscopica del medesimo Dipartimento e sottoposti a valutazione del tratto intestinale, sia 
integro che dopo sezionamento, al fine di rilevare le eventuali lesioni presenti nei diversi 
tratti secondo il metodo del lesion score (Johnson e Reid, 1970). All’apertura dei tratti 
intestinali, la mucosa veniva raschiata con un vetrino copri-oggetto, strisciata su un vetrino 
porta-oggetto e osservata al microscopio ottico (Gazoni et al., 2025).

Analisi statistica
Le differenze tra gruppi sono state valutate mediante modelli lineari considerando il 
capannone come unità sperimentale. Il confronto è stato condotto separatamente per ciascuna 
delle 4 età, sulla base di 3 pesate per capannone per età (6 osservazioni per gruppo per 
confronto); poiché le pesate effettuate nello stesso capannone non costituiscono osservazioni 
indipendenti, l’unità sperimentale effettiva resta il capannone (n = 2/gruppo per confronto), 
con la conseguente limitazione di potenza statistica già segnalata. Le analisi sono state 
condotte con SPSS (versione 30.0) e la significatività statistica è stata fissata a p < 0,05. I 
conteggi di oocisti per grammo di feci (OPG), risultati non normalmente distribuiti anche 
dopo trasformazione logaritmica (Shapiro-Wilk, p < 0,001), sono stati confrontati tra i gruppi 
mediante test U di Mann-Whitney (Mann & Whitney, 1947).

RISULTATI 
I risultati delle conte delle oocisti, espressi come mediana dei 2 capannoni per gruppo, effet-
tuati settimanalmente, sono riportati nella Figura 1 e nella Tabella I. Da qui si evidenzia come 
l’eliminazione delle oocisti sia andata aumentando nel gruppo trattato, raggiungendo il picco 
a 28 giorni, mentre nel gruppo controllo è cresciuta più lentamente, raggiungendo il picco la 
settimana seguente (35 giorni di vita). Entrambi i gruppi hanno mostrato un forte decremento 
nelle settimane successive al picco. L’analisi statistica non ha evidenziato differenze signifi-
cative tra i gruppi (Mann-Whitney U=125, p=0,222).

Figura 1. Andamento dell’escrezione di OPG per età (valori mediani)
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Tabella 1. statistica descrittiva delle emissioni di oocisti per gruppo (dati aggregati per 
capannone × età, n=14 per gruppo: 2 capannoni × 7 età).

Indicatore Trattato Controllo

Media dei 7 controlli settimanali 3.200,0 1.928,6

Mediana 1.750,0 887,5

1° e 3° quartile (Q1-Q3) 287,5 – 3.412,5 81,3 – 1.437,5

Dev. standard 4.340,2- 4.567,5

Minimo 0,0 0,0

Massimo 14.250,0 17.650,0

La valutazione del lesion score è stata condotta su 64 soggetti (8 per gruppo per età) nei 4 
momenti di controllo previsti (21, 28, 35 e 42 giorni di età).
L’ispezione macroscopica della parete intestinale, condotta prima dell’apertura del lume, 
non ha evidenziato alterazioni visibili nei tratti del duodeno, del digiuno e dell’ileo in nes-
suno dei soggetti esaminati e in nessun momento di controllo.
Unicamente a 35 giorni di età, alla valutazione dei ciechi, sono state riscontrate lesioni 
attribuibili a E. tenella: nel gruppo di controllo 3 soggetti su 8 presentavano un punteggio 
di 1, mentre nel gruppo trattato 2 soggetti su 8 raggiungevano lo stesso punteggio. La causa 
di morte è stata accertata in sede necroscopica in tutti i casi, escludendo cause diverse dalla 
coccidiosi. L’analisi statistica non ha evidenziato differenze significative tra i gruppi per il 
lesion score di E. tenella (p = 0,654).
L’esame microscopico degli strisci di mucosa ha evidenziato la presenza di oocisti, sempre 
in modica quantità, in diversi tratti intestinali e in entrambi i gruppi.
A livello duodenale la positività è stata rilevata a partire dalla 3ª settimana di vita e ha 
persistito fino alla 6ª settimana in entrambi i gruppi. Il tratto del digiuno è risultato positivo 
a partire dalla 4ª settimana nel gruppo trattato e dalla 5ª settimana nel gruppo di controllo. 
A 35 giorni gli strisci del tratto ciecale sono risultati positivi, anche in discreta quantità, in 
linea con quanto osservato macroscopicamente.
In nessun momento e in nessun gruppo le mucose hanno presentato alterazioni tali da far 
supporre patologie intestinali di altra origine.
L’andamento del peso corporeo alle varie età è riportato in Figura 2. Sono stati osservati 
scostamenti tra i gruppi in tutti i momenti di controllo, espressi in grammi e in percentuale 
nella Tabella II. Il confronto statistico, condotto mediante test t per dati appaiati su 8 coppie 
turno × capannone (4 età × 2 capannoni/gruppo), non ha evidenziato differenze significati-
ve tra i gruppi (t = 0,182; df = 7; p = 0,861).
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Figura 2. Curva di crescita - peso medio per settimana
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Tabella 2. Statistica descrittiva dei pesi per gruppo e per età.

Età (gg) Trattato - media (g) Controllo - media (g) Differenza (g) Differenza (%)

7 145,0 145,0 0,0 +0,0%

21 805,8 820,0 -14,2 -1,7%

31 1.555,0 1.626,7 -71,7 -4,4%

50 3.550,0 3.470,0 80,0 +2,3%

I dati di mortalità e di indice di conversione alimentare (ICA) sono disponibili unicamen-
te come valori cumulativi dell’intero ciclo di allevamento, in quanto non è stato possibile 
raccogliere rilevazioni settimanali. Per questo motivo non è stata condotta un’elaborazione 
statistica formale per questi parametri. I dati sono riportati in Figura 3.
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Figura 3. Mortalità cumulativa in % e Indice di conversione Alimentare (ICA).
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DISCUSSIONE 
La valutazione della coccidiosi nel pollo si basa tipicamente su lesion score e quantificazione 
delle oocisti, che sono parametri complementari e ampiamente usati; il lesion score di 
Johnson & Reid è il riferimento storico più utilizzato, mentre il conteggio delle oocisti è 
un indicatore importante dell’escrezione del parassita. Dalle nostre osservazioni risulta 
che gruppo trattato con il prodotto fitogenico ha raggiunto il picco di eliminazione una 
settimana prima (28 giorni) rispetto al gruppo di controllo (35 giorni), per poi decrescere 
rapidamente in entrambi i gruppi nelle settimane successive. Questo andamento è coerente 
con quanto generalmente descritto in letteratura per i fitobiotici ad attività anticoccidica, il cui 
meccanismo d’azione non è tanto inibitorio diretto sul ciclo biologico del parassita, quanto 
piuttosto legato a un’azione di immunomodulazione, di stimolo delle difese antiossidanti e 
di mantenimento dell’omeostasi della mucosa intestinale, che, nel complesso, si traduce in 
una più rapida risposta dell’ospite all’infezione (Gadde et al., 2017). Un’anticipazione del 
picco di escrezione oocistica, seguita da un decremento altrettanto rapido, è descritta anche 
in altri trial con oli essenziali in broiler sottoposti a challenge con Eimeria spp. (Gordillo 
Jaramillo et al., 2021). La scelta di presentare graficamente i dati di conteggio oocistico come 
mediane deriva dalla cognizione che le conte parassitarie fecali, incluse quelle delle oocisti 
di Eimeria, sono tipicamente overdisperse (distribuzione aggregata, spesso approssimabile 
a una binomiale negativa) e non seguono distribuzione normale anche dopo trasformazione 
logaritmica, come osservato anche in altri studi di campo su larga scala in cui la mediana 
OPG risulta sistematicamente molto inferiore alla media a causa della forte asimmetria 
distributiva (Snyder et al., 2021).Per questo motivo, la mediana è stata preferita come misura 
di tendenza centrale, secondo un approccio comunemente adottato in studi statistici su 
conteggi parassitari fortemente asimmetrici e non normalmente distribuiti (Vickers, 2005)
Nel presente lavoro, entrambi i gruppi non hanno mostrato lesioni intestinali rilevanti ai 
controlli di 21, 28 e 42 giorni. A 35 giorni alcuni soggetti hanno manifestato lesioni di lieve 
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entità (punteggio 1), verosimilmente riferibili a infezione da E. tenella (n = 3/8 nel gruppo 
di controllo; n = 2/8 nel gruppo trattato). I controlli microscopici della mucosa non hanno 
mai evidenziato alterazioni indicative di patologia franca, pur confermando la presenza 
dell’infezione attraverso le conte delle oocisti e le lesioni rilevate a 35 giorni.
Nel complesso, il quadro osservato suggerisce una pressione di campo da Eimeria spp. 
verosimilmente nella norma per un ciclo di allevamento convenzionale. Questa condizione 
può aver favorito l’espressione dell’efficacia del prodotto fitogenico, analogamente a quanto 
riportato in altri studi condotti in condizioni di campo. Al contrario, nei modelli sperimentali 
a challenge controllato, le dosi infettanti elevate rendono generalmente più difficile per i 
fitogenici raggiungere prestazioni equivalenti a quelle dei coccidiostatici di sintesi.
La differenza nel picco di emissione delle oocisti, anticipato nel gruppo trattato rispetto 
al gruppo di controllo, è coerente con quanto riportato da Parent et al. (2018), che hanno 
osservato picchi anticipati nei gruppi vaccinati rispetto a quelli trattati con anticoccidico 
chimico o ionoforo. Nel nostro caso, la presenza di nicarbazina nel gruppo di controllo può 
aver esercitato un controllo più efficace sull’infezione iniziale, posticipandone il picco di 
emissione.
Il dato più rilevante dal punto di vista applicativo è l’assenza di differenze significative tra 
i due protocolli, sia per la conta oocistica che per il lesion score. Va tuttavia segnalato un 
limite metodologico: i soggetti esaminati erano deceduti spontaneamente e non soppressi 
appositamente come previsto dalla metodica classica. Questa scelta, dettata da considerazioni 
etiche, introduce una minore precisione nel campionamento; la valutazione degli strisci di 
mucosa dei vari tratti intestinali ha tuttavia contribuito a rendere le osservazioni più affidabili.
L’andamento del peso corporeo, pur non mostrando differenze statisticamente significative, 
ha presentato un andamento altalenante tra i gruppi: a 21 e 31 giorni di vita il gruppo di 
controllo ha fatto registrare pesi superiori, mentre a 50 giorni il gruppo trattato ha mostrato 
una performance finale superiore del 2,3% rispetto al controllo.
I dati bibliografici disponibili forniscono indicazioni contrastanti. Va premesso che non 
esistono lavori specifici su prodotti direttamente sovrapponibili a quello utilizzato nel 
presente studio; la letteratura disponibile considera frequentemente uno o due dei componenti 
presenti nel prodotto testato. Scheurer et al. (2013), in condizioni sperimentali con challenge 
da Eimeria acervulina, Eimeria maxima ed Eimeria tenella, hanno riportato performance 
produttive superiori nei broiler alimentati con anticoccidico ionoforo rispetto a quelli trattati 
con prodotti fitogenici. Al contrario, Hailat et al. (2024), confrontando le performance 
produttive e il lesion score in gruppi di broiler alimentati con diversi protocolli (nicarbazina 
+ narasin seguiti da narasin, nicarbazina e narasin seguiti da un prodotto fitogenico, e gruppi 
trattati esclusivamente con fitogenici, tra cui uno a base di flavonoidi, triterpenoidi, alcaloidi 
steroidei, tannini, acidi fenolici e saponine) non hanno evidenziato differenze significative 
nelle performance produttive.
Anche Park et al. (2023) hanno dimostrato l’efficacia in vitro e in vivo di composti a base 
estratto di tè verde, olio di cannella ed estratto di melograno. 
I componenti principali del prodotto utilizzato nel presente studio esercitano effetti che 
vanno oltre il solo controllo della coccidiosi. Per quanto riguarda l’attività anticoccidica 
specifica, è stato dimostrato recentemente che l’aldeide cinnamica, derivata dalla cannella, 
riduce la capacità di sporulazione delle oocisti a concentrazioni elevate (5-10%), sebbene 
in condizioni sperimentali in vitro (Zoroaster et al., 2025). Analogamente, Al-Syaad et al. 
(2023) hanno evidenziato una significativa attività anticoccidica dell’olio essenziale di C. 
verum, specie affine a C. cassia: sia in vitro che in vivo, questo olio ha dimostrato un notevole 
effetto oocisticida, accompagnato da un miglioramento dell’indice di conversione alimentare 
(FCR), della conta oocistica (OPG), del punteggio fecale e dei parametri biochimici sierici.
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Sul versante della salute intestinale, i medesimi componenti hanno mostrato effetti benefici 
sull’apparato gastroenterico, con miglioramenti documentati della funzionalità e dell’integrità 
intestinale (Zheng et al., 2023).
Allo stesso modo, l’impiego di zenzero (Zingiber officinale), sia da solo che in associazione 
con aglio (Allium sativum), si è dimostrato in grado di contenere l’escrezione di oocisti e di 
migliorare la lesion score in broiler con coccidiosi sperimentale, con risultati comparabili 
o talvolta superiori a quelli ottenuti con amprolium (Ali et al., 2019). Saber et al (2025) 
hanno messo in evidenza come l’uso di estratti di zenzero (Zingiber officinale) prima e 
durante l’infezione da coccidi, ha mitigato lo sviluppo cellulare delle oocisti grazie alle sue 
proprietà immunostimolanti e antiossidanti, come dimostrato dal miglioramento del danno 
istopatologico al cieco.
Per quanto riguarda il peperoncino, l’attività della capsaicina e degli altri capsaicinoidi presenti 
nel frutto di Capsicum annuum è stata associata sia a un’azione antiossidante e di stimolo 
dell’appetito, sia a un effetto chemiopreventivo nei confronti della coccidiosi aviare (Puvača 
et al., 2015), in linea con quanto osservato nel nostro studio. Anche Lozada-Ortiz et al (2022) 
hanno dimostrato l’efficacia anticoccidica dei componenti dell’estratto di peperoncino nella 
profilassi anticoccidica. Herrero et al (2023) hanno dimostrato che l’inclusione nella dieta di 
250 ppm di un prodotto incapsulato a base di estratti di peperoncino e altre spezie (pepe nero 
e zenzero) influisce positivamente sulle prestazioni di crescita nei polli da carne durante la 
prima settimana di vita. Gli effetti positivi sull’aumento di peso potrebbero essere attribuibili, 
almeno in parte, a un miglioramento della digeribilità dei nutrienti, e probabilmente a un 
potenziamento dell’attività dell’amilasi. Inoltre, i risultati suggeriscono che l’integrazione 
con questi prodotti fitogenici potrebbe potenziare il sistema di difesa dallo stress ossidativo 
dei polli da carne.
Risultati di efficacia comparabile tra fitogenici e anticoccidici di sintesi o ionofori sono stati 
riportati anche da altri autori in condizioni sperimentali analoghe: Gordillo Jaramillo et al. 
(2021), confrontando una miscela di oli essenziali di origano e Citrus spp. con salinomicina 
in broiler sottoposti a challenge vaccinale, non hanno osservato differenze significative nelle 
lesioni duodenali tra i due trattamenti, sebbene la performance ponderale fosse leggermente 
inferiore nel gruppo trattato con oli essenziali
Un limite del presente studio, che impone cautela nell’interpretazione e nella generalizzazione 
dei risultati, è rappresentato però dal numero ridotto di unità sperimentali: la prova ha 
infatti previsto solo due capannoni per trattamento. Questo disegno, per quanto realistico 
e rappresentativo delle reali condizioni di allevamento commerciale, comporta una limitata 
potenza statistica e un rischio di pseudoreplicazione, poiché il capannone, e non il singolo 
animale, costituisce di fatto l’unità sperimentale indipendente. Le conclusioni qui presentate 
vanno pertanto considerate come indicative di una tendenza, da confermare attraverso prove 
con un numero maggiore di replicati e, idealmente, condotte in più cicli produttivi e in diverse 
stagioni, per tenere conto della variabilità della pressione parassitaria di campo.
Infine, va segnalato che l’impossibilità di disaggregare la mortalità e l’indice di conversione 
alimentare su base settimanale (Figura 3), dovuta alle modalità di raccolta dati adottate in 
allevamento, non ha permesso un confronto statistico tra i gruppi per questi due parametri 
cumulativi, che pure rappresentano indicatori economicamente rilevanti dell’impatto della 
coccidiosi.
Al di là dei limiti statistici, i risultati ottenuti assumono un significato applicativo rilevante se 
inquadrati nel contesto delle attuali tendenze del settore avicolo. La sostanziale equivalenza 
di efficacia tra il prodotto fitogenico e il protocollo anticoccidico convenzionale, unita al 
fatto che i fitobiotici non necessitano di tempi di sospensione prima della macellazione, 
rappresenta un vantaggio pratico non trascurabile per l’allevatore, che può gestire con 
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maggiore flessibilità i piani di carico e l’invio al macello, riducendo il rischio di residui 
nei tessuti. Questo aspetto si inserisce in un quadro di crescente attenzione, da parte dei 
consumatori e della filiera, verso prodotti avicoli ottenuti con un minor impiego di 
sostanze di sintesi. Adhikari et al. (2020) sottolineano come la richiesta dei consumatori di 
polli allevati senza antibiotici, unita a restrizioni normative e a opportunità commerciali, 
abbia già spinto molti operatori della filiera avicola ad abbandonare l’uso di promotori di 
crescita antibiotici, ove ancora permessi, e anticoccidici ionofori o di sintesi chimica, con 
la conseguenza, però, di un aumento dell’incidenza di coccidiosi ed enterite necrotica che 
rende necessaria l’individuazione di strategie alternative efficaci. In questo senso, indagini 
sulla percezione dei consumatori indicano una quota crescente di acquirenti, soprattutto nei 
paesi a economia avanzata, disposta a preferire carne avicola “antibiotic-free” o etichettata 
come ottenuta con metodi naturali. I fitogenici, non essendo soggetti alle stesse restrizioni 
regolatorie e alle stesse preoccupazioni relative all’insorgenza di resistenze che riguardano 
ionofori e anticoccidici chimici, si configurano quindi come un’opzione coerente sia con le 
esigenze di sostenibilità della filiera sia con le aspettative del mercato, a parità di efficacia 
zootecnica e sanitaria.
Studi futuri dovrebbero prevedere una raccolta dati strutturata anche per questi parametri, 
per consentire un’analisi più completa del rapporto costo-beneficio dell’impiego del prodotto 
fitogenico in condizioni di campo.
Un altro approfondimento andrebbe condotto sull’utilizzo di questi prodotti inseriti in un 
programma staffetta con gli anticoccidici classici, come adottato da Hailat et a. (2024), 
soprattutto se utilizzati nel secondo periodo e nel finissaggio.

CONCLUSIONI 
Nel presente studio di campo, il prodotto fitogenico a base di aldeide cinnamica, capsaicina 
e zenzero non ha mostrato differenze statisticamente significative rispetto al programma 
anticoccidico convenzionale, senza differenze statisticamente significative per nessuno dei tre 
parametri considerati (conta oocistica, lesion score e peso corporeo a fine ciclo). Il picco di 
escrezione oocistica anticipato nel gruppo trattato, in assenza di un peggioramento delle lesioni 
intestinali, è coerente con un meccanismo d’azione basato su immunomodulazione e supporto 
della mucosa intestinale piuttosto che su un’attività parassiticida diretta, in linea con quanto 
riportato per altri fitobiotici in condizioni di campo. 
Dal punto di vista applicativo, l’assenza di tempi di sospensione rappresenta un vantaggio 
pratico rilevante per l’allevatore, in particolare nel contesto della crescente domanda di pollame 
allevato con un minor impiego di sostanze di sintesi. Questi risultati, pur indicativi di una 
tendenza alla non-inferiorità piuttosto che di un’equivalenza dimostrata, supportano l’impiego 
del prodotto fitogenico come possibile alternativa o componente di programmi a staffetta con 
gli anticoccidici convenzionali, da confermare con ulteriori studi di campo su scala più ampia.
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Summary: Disease surveillance programmes must be regularly evaluated to ensure they 
remain effective, efficient and fit for purpose. Surveillance performance can be assessed 
through a range of attributes reflecting different operational and epidemiological dimensions 
of the system. This study aimed to investigate veterinarians’ perspectives on the evaluation 
of the Italian avian influenza surveillance system, including the perceived importance of 
key evaluation attributes, veterinarians’ perceived effectiveness of the system, and major 
strengths and weaknesses. Ten surveillance evaluation attributes were selected based on lit-
erature review and programme relevance. A structured questionnaire, developed in LimeSur-
vey, was administered to 104 veterinarians, working in public sectors or poultry production 
chains, together with supporting information and instructions. Eighty-one veterinarians com-
pleted the survey (77.9% response rate). Respondents showed a balanced prioritization across 
evaluation attributes, suggesting recognition of the multidimensional nature of surveillance 
performance. The explanations provided for attribute weighting revealed heterogeneous ra-
tionales for prioritisation. Overall, the evaluation of the surveillance system’s effectiveness 
was generally positive, indicating broad acceptance of the system among participating vet-
erinarians. Analysis of reported strengths and weaknesses highlighted a range of sometimes 
contrasting views, alongside practical suggestions for improving system performance. Re-
ported strengths included the surveillance system’s design and implementation approaches, 
particularly its risk-based framework, its capacity for early detection, and the value of collab-
oration and coordination among stakeholders and institutions. Main weaknesses were related 
to the organisation of surveillance activities, especially in wild bird surveillance, as well as 
the need to improve communication, particularly in the context of passive surveillance.
Integrating stakeholder perspectives into surveillance evaluation can support the develop-
ment of operationally relevant and context-appropriate improvements of avian influenza sur-
veillance systems.

INTRODUZIONE
L’influenza aviaria rappresenta una sfida per la salute globale, a causa del suo potenziale zo-
onotico e delle ingenti perdite economiche che provoca (Graziosi et al., 2026). In questo con-
testo, i sistemi di sorveglianza nell’ambito della salute animale sono essenziali per rilevare, 
prevenire e controllare le malattie infettive (World Organization for Animal Health, 2018), 
garantendo la protezione della salute animale, della salute pubblica e il mantenimento degli 
scambi commerciali (Hoinville et al., 2013). In particolare, in Italia il piano di sorveglianza 
nazionale per l’influenza aviaria integra le misure di sorveglianza attiva basata sui rischi ad 
un sistema di individuazione precoce tramite sorveglianza passiva, come previsto dal Rego-
lamento Delegato (UE) 2020/689 della Commissione. Il territorio nazionale è stato suddiviso 
in province ad alto, medio e basso livello di rischio sulla base di quattro fattori principali: 
specie e tipologia produttiva, localizzazione degli allevamenti avicoli, prossimità alle zone 
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umide e situazione epidemiologica negli ultimi cinque anni (Regione del Veneto, 2026).
Al fine di garantire che i sistemi di sorveglianza forniscano informazioni utili ed attendibili, 
è necessario che siano sottoposti ad una valutazione periodica (Drewe et al., 2012), basata 
sull’utilizzo di attributi, definiti come caratteristiche misurabili atte a valutare le performance 
del sistema (Calba et al., 2015; Drewe et al., 2015). Gli attributi utilizzati per la valutazione 
dei sistemi di sorveglianza, le loro definizioni, il metodo utilizzato per la loro analisi, insieme 
ai framework sviluppati nell’ambito della salute pubblica e della sanità animale per imple-
mentare la valutazione, sono stati oggetto di diverse revisioni della letteratura. Questi lavori 
forniscono quindi indicazioni molto precise sugli attributi e sulle strategie più comunemente 
utilizzate per effettuare la valutazione e come tali sono particolarmente indicati per definire 
la strategia migliore (Calba et al., 2015; Drewe et al., 2015; Graziosi et al., 2026; Martella 
et al., 2026). Tipicamente, alcuni attributi sono più frequentemente utilizzati (come la sen-
sibilità e la tempestività), mentre altri variano in base agli obiettivi della valutazione ed al 
contesto epidemiologico (tra cui la comunicazione e i criteri per la definizione del rischio). 
Questo studio ha l’obiettivo di indagare le prospettive dei veterinari che operano nella sanità 
pubblica veterinaria e nelle filiere produttive in merito alla valutazione del piano di sorve-
glianza nazionale per l’influenza aviaria. In particolare, sono state analizzate le loro opinioni 
sugli attributi da prioritizzare nella valutazione del sistema, la percezione complessiva dell’ 
efficacia e i principali punti di forza e di criticità emersi dall’esperienza lavorativa.

MATERIALI E METODI
 Questionario e reclutamento dei partecipanti  
Al fine di indagare le opinioni dei veterinari e la loro percezione sui punti di forza e di criti-
cità del sistema di sorveglianza, è stato sviluppato un questionario online sulla piattaforma 
LimeSurvey, suddiviso in tre sezioni. La prima sezione del questionario si focalizza sui dati 
demografici dei rispondenti, fra cui l’ambito lavorativo (settore pubblico o settore privato), 
il numero di anni di esperienza lavorativa nel settore della sanità animale e le province in 
cui svolgono la loro professione. La seconda sezione è incentrata sulla prioritizzazione degli 
attributi maggiormente rilevanti per la valutazione del piano di sorveglianza. Gli attributi 
sono stati selezionati sulla base della frequenza del loro utilizzo in letteratura e del loro grado 
di allineamento con gli obiettivi del piano di sorveglianza.  Nella terza sezione, è stato richie-
sto ai partecipanti di indicare il loro livello di conoscenza del piano di sorveglianza, secondo 
la seguente scala: “molto bene”, “abbastanza”, “poco”, “per nulla”; di valutare la sua effica-
cia utilizzando una scala Likert a 7 punti, da “per nulla” a “molto”; e di indicare se, secondo 
la loro esperienza, il piano presenti punti di maggiore efficacia oppure punti deboli o criticità.  
Il questionario è stato sottoposto ad una fase di pilot-testing eseguita da tre veterinari per 
verificarne la comprensibilità, la funzionalità e per ottenere indicazioni sul tempo di compila-
zione richiesto. Inoltre, è stato predisposto materiale informativo relativo agli obiettivi dello 
studio, alla definizione degli attributi, e alla tipologia di analisi (quantitativa o qualitativa) più 
frequentemente utilizzata in letteratura per la loro valutazione.
Il reclutamento dei partecipanti è avvenuto attraverso un campionamento a valanga, in cui 
veterinari operanti nel settore della sanità pubblica veterinaria e all’interno delle filiere avi-
cole italiane sono stati invitati a partecipare allo studio e a segnalare ulteriori partecipanti 
all’interno della propria rete di contatti.
Il questionario online è stato pubblicato il 9 marzo 2026, stabilendo come termine per la 
sua compilazione il 30 aprile 2026. Per favorire la partecipazione, sono stati inoltre inviati 
promemoria con cadenza bisettimanale ai destinatari che non avevano ancora completato il 
questionario.
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Assegnazione dei punteggi agli attributi
Nella seconda sezione del questionario, è stato richiesto ai veterinari di distribuire un totale 
di 100 punti sui 10 attributi selezionati (Collewet e Koster, 2023) (Tabella 1), assegnando 
punteggi maggiori agli attributi ritenuti più rilevanti per la valutazione delle performance, 
dell’efficacia e dell’efficienza del piano di sorveglianza. Inoltre, è stato richiesto di specifica-
re le motivazioni che hanno influenzato la distribuzione dei punteggi tra i diversi attributi e di 
indicare il livello di sicurezza nell’assegnazione delle risposte, secondo la seguente scala: per 
niente sicuro/a, poco sicuro/a, abbastanza sicuro/a, molto sicuro/a, completamente sicuro/a.

Tabella 1. Attributi proposti nel questionario, con relativa definizione e tipologia di valuta-
zione comunemente utilizzata.
Attributo Definizione Tipologia di 

valutazione

Accettabilità
La disponibilità delle persone e delle 
organizzazioni a partecipare nel sistema di 
sorveglianza e il loro grado di coinvolgimento.

Qualitativa

Benefici I vantaggi diretti e indiretti prodotti dal sistema di 
sorveglianza (ad es. in termini di salute animale, 
salute pubblica, produzione animale, economici).

Quantitativa e/o 
qualitativa

Costo Il calcolo delle spese associate alle attività 
del piano di sorveglianza o ulteriori analisi 
economiche 
(es. costi-benefici, costo-efficacia). 

Quantitativa

Qualità dei dati 

Comunicazione e 
disseminazione

La completezza e la validità dei dati registrati nel 
sistema di sorveglianza e l’utilizzo di metodi di 
gestione ed analisi dei dati adeguati.

Lo scambio di informazioni e feedback tra tutti i 
livelli del sistema di sorveglianza. 

Quantitativa

Quantitativa e/o 
qualitativa

Criteri per la 
definizione 
del rischio

Validità e rilevanza dei criteri di rischio selezionati 
e dell’approccio/metodo utilizzato per la loro 
identificazione.

Non disponibile

Rappresentatività La capacità del sistema di descrivere con 
precisione l’insorgenza di un evento sanitario nel 
tempo, geograficamente e nella popolazione.

Quantitativa e/o 
qualitativa

Sensibilità La capacità del sistema di sorveglianza di rilevare 
la presenza di casi e/o variazioni nella diffusione di 
una malattia nella popolazione. 

Quantitativa

Semplicità e 
stabilità 

La struttura e la facilità d’uso del sistema 
(semplicità) e la capacità di fornire dati corretti e 
restare operativo quando necessario (stabilità). 

Qualitativa

Tempestività L’intervallo di tempo tra le fasi di un sistema di 
sorveglianza.

Quantitativa
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Analisi statistica 
Excel e R (versione 4.4.2) sono stati utilizzati rispettivamente per la gestione e pulizia dei 
dati e per le analisi statistiche. È stata condotta un’analisi statistica descrittiva per valutare 
il tasso di risposta al questionario, la distribuzione dei veterinari per settore di impiego 
(pubblico e privato) e gli anni di esperienza professionale nel settore della sanità pubblica 
veterinaria dichiarati dai partecipanti. Le province di lavoro riportate dai veterinari sono 
state codificate in una variabile categorica secondo il livello di rischio definito dal piano di 
sorveglianza e classificate nei livelli alto, medio e basso. I partecipanti che hanno indicato 
province ricadenti in differenti livelli di rischio sono stati inclusi nella categoria di rischio 
“misto”. Il livello di conoscenza del piano di sorveglianza è stato analizzato mediante la 
distribuzione delle frequenze e delle percentuali nelle categorie di risposta “molto bene”, 
“abbastanza”, “poco”, “per nulla”. 
La distribuzione dei 100 punti tra gli attributi selezionati è stata analizzata sia in relazione 
alle modalità di allocazione dei punteggi da parte dei veterinari, sia considerando i punteg-
gi complessivamente assegnati ai diversi attributi. Per valutare le modalità di allocazione 
dei punteggi da parte dei veterinari, è stato calcolato il range interquartile (o scarto inter-
quartile), definito come la differenza tra il terzo e il primo quartile dei punteggi assegnati 
da ciascun rispondente, al fine di ottenere un indicatore della variabilità delle risposte. È 
stata inoltre analizzata la percentuale dei diversi livelli di sicurezza espressi riguardo la di-
stribuzione dei punteggi. I punti complessivamente assegnati ai singoli attributi sono stati 
descritti attraverso media, mediana e valori minimo e massimo. Il test di Kruskal-Wallis 
è stato utilizzato per confrontare i punteggi assegnati agli attributi da diversi gruppi di 
rispondenti, definiti in base al livello di rischio della provincia in cui svolgono la propria 
professione e all’ambito lavorativo di appartenenza. A seguito di un risultato statisticamen-
te significativo ottenuto con il test di Kruskal-Wallis, sono stati eseguiti confronti post hoc 
mediante il test di Dunn, applicando la correzione di Holm per confronti multipli.

Analisi tematica
Le risposte alle domande aperte presenti nella seconda e nella terza sezione del questio-
nario, utilizzate per indagare le motivazioni dell’assegnazione dei punteggi agli attributi, 
i punti di forza e le principali criticità del piano di sorveglianza percepite dai veterinari, 
sono state analizzate separatamente mediante un’analisi tematica (Braun e Clarke, 2006). 
L’analisi tematica è stata eseguita attraverso un approccio induttivo, pertanto le risposte 
sono state codificate senza stabilire uno schema di codici a priori. Successivamente, i co-
dici assegnati alle risposte sono stati organizzati gerarchicamente per formulare dei temi, i 
quali sono stati espressi sotto forma di frasi descrittive, in grado di sintetizzare il significa-
to centrale dei segmenti di testo codificati. A una stessa risposta potevano essere attribuiti 
uno o più codici e, di conseguenza, la stessa risposta poteva confluire in più di un tema.

RISULTATI
Tasso di risposta e caratteristiche dei partecipanti
Attraverso il campionamento a valanga, sono stati reclutati e invitati a partecipare al que-
stionario 104 veterinari. Tra questi, 81 hanno completato il questionario, ottenendo un 
tasso di completamento dei veterinari invitati e/o tracciati del 77.9%.
La maggior parte dei veterinari (66/81; 81,5%) lavorava nel settore pubblico: il 60,5%  
presso le Aziende Sanitarie Locali (ASL, AUSL, ATS), il 16% presso gli Istituti Zooprofi-
lattici Sperimentali e il 4.9% a livello regionale. I restanti veterinari (15/81; 18,5%) ope-
ravano nella filiera avicola, occupandosi principalmente di broiler (9.8%), galline ovaiole 
(9.8%) e riproduttori (7.4%); un veterinario lavorava invece con capponi e fagiani.
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La maggior parte dei rispondenti (47/81; 58%) aveva più di dieci anni di esperienza nel 
settore della sanità animale. Il 16% (13/81) aveva tra sei e dieci anni di esperienza, il 23.4% 
(19/81) tra uno e cinque anni e solo due rispondenti meno di un anno di esperienza.
Il livello di rischio della provincia di lavoro è stato classificato come alto nel 50.6% dei 
casi (41/81), seguito dal basso (13/81; 16%) e dal medio (4/81; 4.9%). I restanti veterinari 
lavoravano in province associate a diversi livelli di rischio, che per le analisi sono state 
riclassificate come “rischio misto”. In particolare, il 12.3% (10/81) operava in aree com-
prendenti province a rischio alto, medio e basso, l’11.1% (9/81) in aree con rischio alto e 
basso e il 4.9% (4/81) in aree con rischio medio e basso.
Il 69,1% (56/81) dei veterinari ha dichiarato di conoscere abbastanza bene il piano di sor-
veglianza, il 27% (22/81) di conoscerlo molto bene, mentre il 3,7% (3/81) ha indicato una 
conoscenza scarsa. Nessun rispondente ha dichiarato di non conoscerlo per nulla.
Assegnazione dei punteggi agli attributi
L’indice di variabilità utilizzato per valutare l’eterogeneità nell’allocazione dei punteggi da 
parte dei veterinari presenta un valore minimo pari a zero e un valore massimo corrispon-
dente a 17.5, con una mediana pari a 5. Il 25% dei rispondenti si colloca su valori pari o 
inferiori a 2, mentre il 75% dei rispondenti presenta valori pari o inferiori a 8.
È stato inoltre richiesto di indicare il livello di sicurezza nell’assegnazione dei punteggi 
agli attributi: il 74% (60/81)  dei veterinari ha indicato abbastanza sicuro/a, il 14.8% 
(12/81) molto sicuro/a, il 8.6% (7/81) poco sicuro/a e solo due hanno risposto completa-
mente sicuro/a.
Riguardo l’assegnazione dei punteggi ai singoli attributi, le mediane sono pari a 10 punti/
attributo nella  maggior parte dei casi, ad eccezione di costo (9). Le medie risultano com-
prese tra 8,49 (comunicazione e disseminazione) e 11,73 (tempestività).
Gli attributi si differenziano principalmente considerando il range dei punti assegnati (Ta-
bella 2). In particolare, tempestività presenta il valore massimo più elevato (45), seguita 
da accettabilità (40). Benefici, costo, sensibilità, semplicità e stabilità e rappresentatività 
raggiungono valori massimi pari a 30, mentre qualità dei dati e criteri per la definizione del 
rischio presentano un valore massimo pari a 25. L’attributo comunicazione e disseminazio-
ne presenta l’intervallo più contenuto (1 - 15).
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Tabella 2. Distribuzione dei punteggi per ciascun attributo.

Attributo Valore 
minimo

1° 
quartile

Media Mediana 3° 
quartile

Valore 
massimo

Accettabilità 1 5 9.69 10 12 40

Benefici 1 8 10.9 10 15 30

Costo

Qualità dei dati

Comunicazione e 
disseminazione

Criteri per la 
definizione del 
rischio

1

2

1

2

5

8

5

8

8.65

10.43

8.49

10

9

10

10

10

10

12

10

12

30

25

15

25

Rappresentatività 1 6 9.83 10 12 30

Sensibilità

Semplicità e 
stabilità

Tempestività

2

1

1

10

5

10

11.72

8.56

11.73

10

10

10

15

10

15

30

30

45

Analisi statistica
L’ assegnazione dei punti agli attributi non presentava differenze statisticamente significative 
tra i gruppi. Il test di Kruskal-Wallis ha evidenziato una differenza per l’attributo accettabilità 
tra i gruppi stratificati per livello di rischio della provincia di lavoro; tuttavia, le analisi post-
hoc non hanno confermato la significatività delle differenze osservate.
L’efficacia del piano di sorveglianza, secondo il punto di vista dei veterinari, è stata valutata 
mediante una scala Likert a 7 punti. La distribuzione delle risposte ha mostrato una mediana 
pari a 5, con primo quartile pari a 5 e terzo quartile pari a 6.
Analisi tematica: motivazioni che hanno influenzato la distribuzione dei punteggi tra gli 
attributi
Relativamente alle motivazioni che hanno orientato la distribuzione dei punteggi tra gli at-
tributi, sono stati identificati quattro temi principali che riflettono differenti criteri utilizzati 
dai partecipanti per definire le priorità nella valutazione dei sistemi di sorveglianza. Sono 
state escluse dall’analisi 33 risposte poiché prive di una motivazione esplicita, limitate ad at-
tribuire pari rilevanza a tutti gli attributi o basate esclusivamente sul richiamo all’esperienza 
personale senza ulteriori argomentazioni.
Il primo tema, comprendente 34 risposte, riguarda la rilevazione tempestiva dei casi di ma-
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lattia come elemento cardine dell’efficienza del sistema e include le motivazioni fornite da 
coloro che hanno assegnato punteggi elevati o che hanno evidenziato gli attributi sensibili-
tà e tempestività, sottolineando come la rilevazione precoce rappresenti il presupposto per 
l’attuazione tempestiva delle misure di controllo e per la riduzione dell’impatto sanitario ed 
economico. Come riportato da un partecipante,“Un piano di sorveglianza per l’influenza 
aviaria in un paese non indenne, ha come scopo l’individuazione precoce del virus unita alla 
tempestiva applicazione di adeguate misure di contenimento e prevenzione […]”. Un altro 
veterinario, invece, ha ritenuto “[…] che, rispetto ai costi, si debba dare priorità ad attributi 
che garantiscano la capacità di rilevare precocemente e in modo stabile nel tempo i casi 
negli allevamenti[…]”.
Un secondo tema – l’importanza del valutare l’implementazione del sistema e la sua rap-
presentatività, emerso in 43 risposte, comprende motivazioni che fanno riferimento all’im-
portanza degli attributi relativi alla qualità dei dati, ai criteri per la definizione del rischio, 
alla rappresentatività, nonché alla semplicità e stabilità del sistema. È stato sottolineato come 
“sia prioritaria l’acquisizione di dati di elevata qualità senza i quali è inutile il sistema di 
sorveglianza; caratteristica direttamente correlata ai criteri per la definizione del rischio” 
e che “Più il sistema è semplice, stabile e con risposte tempestive, basato su dati immediati, 
maggiori saranno i benefici, con costi minori”. La rappresentatività è stata descritta come 
“fondamentale per impostare correttamente il piano”.
Il valore del coinvolgimento e della comunicazione tra gli attori e gli enti coinvolti nelle atti-
vità di sorveglianza rappresenta un ulteriore tema (30 risposte). Le motivazioni associate agli 
attributi accettabilità e comunicazione e disseminazione evidenziano come il funzionamento 
del sistema dipenda non solo dalle sue caratteristiche tecniche, ma anche dalla partecipazione 
attiva di allevatori, veterinari e altri soggetti coinvolti. I partecipanti hanno osservato che 
“[…] i sistemi di sorveglianza non hanno funzionato quando chi li doveva attuare (servizi vet 
e allevatori) non ci hanno creduto o li hanno ritenuti inutilmente onerosi” e “L’efficienza del 
sistema di sorveglianza credo che sia primariamente dipendente dalla disponibilità e livello 
di partecipazione di tutti gli operatori coinvolti”. Inoltre, è stato affermato che “Con una 
buona comunicazione e condivisione delle informazioni si ottiene una buona disponibilità 
delle persone e delle organizzazioni”.
Infine, 24 risposte hanno sottolineato la necessità di un piano di sorveglianza economica-
mente sostenibile che possa garantire i maggiori benefici. I partecipanti hanno dato priorità 
agli attributi in ambito economico “in quanto si ritiene che la sostenibilità economica sia 
alla base di ogni piano di sorveglianza delle malattie animali”, sottolineando che “[…] il 
piano di sorveglianza debba innanzitutto comportare dei benefici, a vantaggio di filiere, Isti-
tuti di ricerca, allevatori, ecc. a cascata fino ai cittadini”.

Analisi tematica: punti deboli o criticità del piano di sorveglianza
Il 46.9% (38/81) dei veterinari ha ritenuto che il piano di sorveglianza nazionale per l’in-
fluenza aviaria non presenti criticità, mentre i partecipanti rimanenti hanno evidenziato pro-
blematiche che interessano diversi livelli del sistema, dall’organizzazione delle attività di 
sorveglianza alla tempestività della rilevazione, fino alla gestione dei dati e alla definizione 
del rischio.
Il tema principale identificato (41 risposte) riguarda le criticità percepite del sistema di sorve-
glianza e il loro impatto sulla sua efficienza. Per quanto riguarda gli aspetti organizzativi, è 
emersa la necessità di “[…] potenziare il piano, renderlo più capillare, soprattutto nelle zone 
ad alta densità avicola colpite e ri-colpite da focolai”. Allo stesso tempo, i veterinari hanno 
sottolineato la difficoltà di conciliare la tempestività e la rappresentatività dei controlli con la 
sostenibilità economica del sistema. 
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Un secondo elemento ricorrente riguarda la tempestività, intesa sia come identificazione 
precoce, per cui è stata segnalata una “capacità limitata”, sia come la tempestività delle 
segnalazioni da parte degli operatori nel contesto della sorveglianza passiva. 
Ulteriori criticità riguardano la qualità e l’uniformità dei dati raccolti, considerate elementi 
fondamentali per garantire un’efficace alimentazione dei sistemi di raccolta e analisi delle 
informazioni. È stata inoltre evidenziata l’opportunità di rivedere i criteri di valutazione 
del rischio, integrando fattori legati alle caratteristiche della filiera produttiva. Infine, diversi 
partecipanti hanno espresso la percezione che il ruolo epidemiologico degli allevamenti di 
piccole dimensioni, degli allevamenti rurali e delle aree classificate a basso o medio rischio 
sia attualmente sottostimato. In particolare, è stata evidenziata la necessità di aumentare il 
livello di attenzione anche nelle regioni del Sud Italia, considerando i cambiamenti climatici 
e la crescente permanenza dei volatili migratori, fattori ritenuti in grado di modificare la 
distribuzione del rischio.
Un ulteriore tema (17 risposte) riguarda i limiti e le criticità della sorveglianza nell’avifauna 
selvatica. I partecipanti hanno evidenziato come la sorveglianza nei selvatici dipenda dalla 
sensibilità e dall’iniziativa dei singoli operatori coinvolti. Le attività di sorveglianza sono 
percepite come poco strutturate e non sufficientemente capillari, soprattutto al di fuori delle 
aree considerate a maggiore rischio. Un partecipante ha infatti osservato che “al di fuori 
dei progetti in corso nelle aree più a rischio (Alto Adriatico), [...] [la sorveglianza] è poco 
sviluppata e strutturata, molto dipendente dalla sensibilità e iniziativa dei singoli operatori 
coinvolti”. Le risposte evidenziano anche la necessità di rafforzare sia la sorveglianza pas-
siva sia quella attiva, promuovendo un maggiore coinvolgimento degli stakeholders, quali 
cacciatori e inanellatori, e migliorando la rappresentatività dei dati raccolti sull’avifauna sel-
vatica. In particolare, è stato sottolineato come l’implementazione della sorveglianza atti-
va richieda adeguati investimenti economici e una pianificazione strutturata, comprendente 
l’identificazione, la formazione e il riconoscimento formale dei soggetti coinvolti. Come 
riportato da un partecipante, “senza contributi economici e pianificazione strutturata (indivi-
duazione, formazione, attribuzione di un ruolo formale a stakeholder dedicati) è impossibile 
fare sorveglianza attiva nei selvatici”.
Infine, l’ultimo tema individuato è la necessità di migliorare la comunicazione e la collabo-
razione tra gli attori e gli enti coinvolti nella sorveglianza (11 risposte). I partecipanti hanno 
evidenziato l’importanza di migliorare il coordinamento tra i diversi enti istituzionali, tra cui 
Istituti Zooprofilattici, ASL, CRAS e ATC, nonché tra veterinari ufficiali, veterinari aziendali, 
filiere produttive ed enti non sanitari. È stata inoltre sottolineata l’opportunità di implemen-
tare  “l’inclusione di privati, allevatori amatoriali, associazioni venatorie e ornitologiche, 
etc..., nella sorveglianza passiva per integrare ulteriori informazioni di campo (es. utilizzo 
anche della c.d. “citizen science”)”. Secondo i partecipanti, le criticità nella comunicazione 
e nella collaborazione influiscono direttamente sulle performance del sistema, in particolar 
modo sulla segnalazione dei casi nel contesto della sorveglianza passiva. Un partecipante 
dichiara: “Il primo aspetto critico riguarda la sorveglianza passiva, soprattutto nelle aree a 
medio e basso rischio, poiché senza un’opportuna formazione della cittadinanza/associazio-
ni venatorie potrebbero non essere segnalati animali rinvenuti morti o moribondi”.

Analisi tematica: aspetti particolarmente efficaci del piano di sorveglianza
Il 12.3% (10/81) dei partecipanti ha dichiarato che, a loro avviso, il piano di sorveglianza non 
presenta aspetti particolarmente efficaci. Inoltre, cinque persone hanno riconosciuto l’esi-
stenza di elementi di efficacia, senza tuttavia essere in grado di specificarli o fornire ulteriori 
dettagli. Le restanti risposte sono state ricondotte a due temi principali.
Il tema maggioritario (73 risposte) riguarda il riconoscimento dei punti di forza del disegno 



136

e degli approcci della sorveglianza, e la sua efficienza. In generale, il piano viene descritto 
come ben strutturato, dettagliato e di agevole applicazione. È stata apprezzata, in particolare, 
la capacità di adattamento ai diversi contesti territoriali attraverso la rimodulazione richiesta 
alle regioni, al fine di contestualizzare le attività del piano. Anche le attività diagnostiche 
sono state valutate positivamente per sensibilità, specificità e tempestività nell’esecuzione 
dei test molecolari. 
Per quanto riguarda l’organizzazione complessiva, i partecipanti hanno sottolineato la chia-
rezza degli obiettivi e la presenza di protocolli standardizzati, insieme all’integrazione dei 
dati tra livelli locali, regionali e nazionali e alla definizione di tempistiche e periodicità dei 
controlli. Un ulteriore elemento ritenuto efficace è la sorveglianza passiva, soprattutto per il 
coinvolgimento delle filiere produttive. Anche la sorveglianza nell’avifauna selvatica è stata 
indicata quale elemento efficace, in sette risposte. 
Un aspetto rilevante riguarda inoltre l’approccio basato sul rischio, considerato uno dei punti 
di forza del piano grazie all’analisi dei fattori di rischio legati alla tipologia di allevamen-
to, alle specie target, alla suddivisione del territorio in fasce di rischio, e alla definizione 
di periodi temporali a maggiore rischio. Tra gli ulteriori elementi positivi sono stati citati 
la capillarità del sistema, la sua rappresentatività, l’applicabilità operativa e la capacità di 
identificazione precoce. In particolare, un partecipante ha riportato che “nel corso dell’ul-
tima ondata di influenza aviare, il piano di sorveglianza mi ha trasmesso una percezione di 
ottima early-detection e, nella fase più critica che ha coinvolto la zona [in cui lavoro], ha 
saputo giustamente modularsi per rispondere pienamente alle necessità del territorio in un 
frangente di elevata pressione”.
Un secondo tema (12 risposte) riguarda il valore della collaborazione e del coordinamento 
tra gli attori coinvolti nel piano. In questo ambito, i partecipanti hanno evidenziato come 
punto di forza la buona partecipazione e il coordinamento degli attori pubblici e privati, e 
degli enti istituzionali. È stata inoltre sottolineata l’accettabilità del piano di sorveglianza da 
parte degli allevatori, insieme a una comunicazione ritenuta efficace e a un buon livello di 
coinvolgimento delle filiere.

DISCUSSIONE
Questo studio ha permesso di valutare le percezioni dei veterinari riguardo agli attributi da 
prioritizzare nella valutazione del piano nazionale di sorveglianza per l’influenza aviaria, 
nonché la loro opinione in merito ai punti di maggiore efficacia e alle principali criticità del 
sistema. Per quanto a nostra conoscenza, si tratta del primo studio di questo tipo condotto 
in Italia. Il tasso di risposta relativamente elevato osservato in questo studio (77.9%) sugge-
risce un buon livello di coinvolgimento e di attenzione al tema indagato tra i professionisti 
raggiunti. 
La distribuzione dei punteggi tra gli attributi ha evidenziato un’elevata eterogeneità nei pat-
tern di allocazione tra i rispondenti. La maggior parte dei partecipanti presenta livelli di va-
riabilità nell’assegnazione dei punteggi da bassi a moderati, mentre una quota di rispondenti 
mostra una marcata concentrazione dei punteggi su pochi attributi, riconducibile all’adozione 
di strategie di valutazione più selettive.
Per quanto riguarda i punteggi assegnati ai singoli attributi, le mediane ottenute risultano 
complessivamente simili tra loro, ad eccezione del costo, che si discosta parzialmente. Seb-
bene la valutazione economica dei sistemi di sorveglianza sia riconosciuta da alcuni autori 
come una componente fondamentale (Drewe et al., 2015), essa non viene frequentemente 
inclusa nelle valutazioni. In questo contesto, le differenze osservate riflettono approcci ete-
rogenei: alcuni veterinari attribuiscono priorità alla sostenibilità economica, considerandola 
un elemento fondante di ogni piano di sorveglianza; altri ritengono invece che i costi siano 
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subordinati a indicatori di performance legati all’identificazione precoce dei casi di malattia, 
quali tempestività e sensibilità; altri ancora evidenziano come i costi possano essere ottimiz-
zati attraverso il miglioramento di attributi organizzativi come semplicità e stabilità.
Nonostante la similarità delle mediane non suggerisca una marcata divergenza nell’impor-
tanza attribuita ai diversi attributi, l’analisi dei range evidenzia una maggiore variabilità nei 
valori estremi. In particolare, la tempestività presenta il massimo più elevato (45), coerente-
mente con gli obiettivi di identificazione precoce del piano. Tale risultato è supportato dalle 
motivazioni fornite dai partecipanti, che hanno sottolineato l’importanza dell’individuazione 
precoce del virus e della tempestiva implementazione di misure di contenimento e preven-
zione. Anche l’accettabilità raggiunge valori massimi elevati (40), riflettendo il ruolo cruciale 
del coinvolgimento degli stakeholder e degli attori istituzionali nelle attività di sorveglianza. 
In particolare, nelle motivazioni fornite dai rispondenti, la disponibilità e la fiducia degli 
attori coinvolti sono considerate fondamentali, soprattutto nel contesto della sorveglianza 
passiva, poiché una percezione di eccessivo carico economico o una scarsa fiducia nel si-
stema possono comprometterne l’efficacia operativa. Questo risultato è in linea con quanto 
affermato da altri autori, secondo i quali l’accettabilità può essere considerata un attributo 
fondamentale (Auer et al., 2011; Calba et al., 2015). Nonostante l’attributo comunicazione e 
disseminazione sia stato evidenziato come un elemento che può influire sull’accettabilità del 
sistema di sorveglianza, esso presenta il valore massimo più basso (15), suggerendo che non 
sia stato percepito come uno dei driver principali nella prioritizzazione degli attributi. 
L’assenza di una marcata differenziazione nella prioritizzazione degli attributi può essere 
interpretata alla luce dell’indicazione di Drewe e colleghi (2012), secondo cui è opportuno 
utilizzare tra cinque e dieci attributi per valutare complessivamente un sistema di sorveglian-
za. La maggior parte degli attributi proposti all’interno dello studio corrispondono a quelli 
più frequentemente utilizzati in letteratura per valutare i sistemi di sorveglianza nell’ambito 
della sanità pubblica veterinaria (Martella et al., 2026). Tuttavia, sono stati inseriti alcuni 
attributi, come comunicazione e disseminazione e criteri per la definizione del rischio (Peyre 
et al., 2019), utilizzati in modo limitato. Questo suggerisce che questi attributi, nonostante 
siano scarsamente impiegati in letteratura, siano ritenuti rilevanti ai fini della valutazione del 
piano nazionale di sorveglianza per l’influenza aviaria.
La valutazione complessiva dell’efficacia del sistema di sorveglianza risulta tendenzialmente 
positiva, indicando una buona accettazione generale del sistema da parte dei veterinari coin-
volti. Tuttavia, l’analisi tematica dei punti critici e dei punti di forza ha evidenziato una serie 
di aspetti talvolta contrastanti. 
Tra i punti critici, emergono la necessità di potenziare il piano e di renderlo maggiormente 
capillare, nonché le difficoltà nel conciliare tempestività e rappresentatività con la sostenibi-
lità economica. Anche l’identificazione precoce viene talvolta descritta come caratterizzata 
da “capacità limitata”, in particolare per quanto riguarda la sorveglianza passiva. Tuttavia, 
altri partecipanti considerano il piano ben strutturato, dettagliato, di facile applicazione, con 
obiettivi e protocolli standardizzati e una buona integrazione dei dati tra i diversi livelli, sot-
tolineandone le adeguate capacità di identificazione precoce. Questo potrebbe indicare che 
alcune criticità non risiedano necessariamente nel disegno del sistema, ma nella sua imple-
mentazione operativa e nell’eterogeneità dei contesti territoriali.
Analogamente, i criteri di rischio utilizzati per la pianificazione delle attività di sorveglianza 
rappresentano un punto di forza riconosciuto, ma sono allo stesso tempo oggetto di criticità. 
Tali osservazioni derivano dalla richiesta di un loro affinamento per considerare maggior-
mente le aree a rischio medio-basso, gli allevamenti di piccole dimensioni e rurali e per 
integrare le modalità di gestione delle filiere produttive all’interno di tali criteri.
La sorveglianza dell’avifauna selvatica rappresenta un ulteriore esempio di questa dualità: 
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sebbene sia stata indicata tra i punti di forza, ne viene evidenziata una limitata implementa-
zione operativa, in quanto considerata poco strutturata e non sufficientemente capillare al di 
fuori delle aree a maggior rischio. Inoltre, si ritiene che la sua efficacia sia in parte condizio-
nata dalle risorse disponibili e dall’iniziativa degli operatori coinvolti.
Infine, la variabilità delle opinioni sulla comunicazione e sulla collaborazione tra gli attori 
suggerisce che il funzionamento del sistema sia influenzato anche dalle dinamiche relazionali 
e organizzative nei diversi contesti operativi.
Nel loro insieme, questi elementi suggeriscono che il sistema sia concettualmente solido e 
ben strutturato, con margini di ulteriore consolidamento soprattutto sul piano dell’armonizza-
zione delle pratiche e del rafforzamento delle sinergie tra i diversi stakeholders.
La principale limitazione di questo studio è rappresentata dal campionamento a valanga adot-
tato, il quale presenta intrinsecamente alcune limitazioni (Kirchherr e Charles, 2018). In 
particolare, l’assenza di uno schema di campionamento limita la generalizzabilità dei risultati 
alla popolazione, sebbene alcuni autori sostengano che l’obiettivo della ricerca qualitativa 
non sia la generalizzazione dei risultati, bensì l’analisi approfondita e la comprensione di 
uno specifico fenomeno. Inoltre, questo approccio può favorire la partecipazione di soggetti 
maggiormente interessati al tema, mentre individui meno inclini alla partecipazione o con 
reti professionali più limitate potrebbero essere sottorappresentati o esclusi. Tuttavia, per mi-
gliorare la rappresentatività del campione, è consigliabile iniziare con dei “semi” eterogenei; 
a tal fine, tra i primi contatti sono stati inclusi sia veterinari del settore pubblico sia veterinari 
del settore privato. Nonostante ciò, il campione ha incluso prevalentemente veterinari ope-
ranti in province classificate ad alto rischio per l’introduzione e la diffusione dell’influenza 
aviaria. Tale distribuzione potrebbe suggerire che i veterinari operanti in aree a maggiore 
rischio, essendo più frequentemente coinvolti nella gestione dell’influenza aviaria, siano stati 
più facilmente identificati e segnalati dai partecipanti iniziali, contribuendo così alla loro 
sovrarappresentazione nel campione.

CONCLUSIONI
Le percezioni dei veterinari hanno evidenziato una prioritizzazione equilibrata degli attributi 
per la valutazione del piano di sorveglianza nazionale per l’influenza aviaria. La particolare 
enfasi attribuita alla tempestività suggerisce che venga assegnato un valore rilevante alla 
capacità del sistema di rilevare precocemente i casi. L’analisi dei punti di efficacia e delle 
criticità del sistema ha messo in luce diversi aspetti, talvolta contrastanti, accompagnati da 
suggerimenti utili al miglioramento dell’efficacia del piano. L’integrazione delle prospetti-
ve degli stakeholder nella valutazione della sorveglianza può favorire il miglioramento del 
piano nazionale di sorveglianza dell’influenza aviaria, rendendo gli interventi più adeguati al 
contesto e rilevanti sul piano operativo.
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Summary
Avian metapneumovirus (aMPV) is a significant viral respiratory pathogen affecting poul-
try worldwide, posing substantial health and economic challenges to the poultry industry 
despite the implementation of vaccination programs. Conventional live and inactivated 
vaccines are commonly used to prevent disease. High hydrostatic pressure (HHP) has 
emerged as a promising alternative strategy capable of inactivating viral particles while 
preserving antigenic structures.
This preliminary study aimed to explore the potential of HHP as an inactivation method for 
the production of aMPV vaccines.
aMPV subtypes A and B were propagated and titrated in Vero cell cultures before being 
subjected to HHP treatment at increasing pressure levels (300, 400, 500, and 600 MPa). 
Reduction of viral infectivity was subsequently evaluated by virus titration, and assess-
ment of complete inactivation by RT-qPCR analysis at multiple post-infection time points. 
Results demonstrated a pressure-dependent reduction in viral titres. High hydrostatic pres-
sure appears to be an effective method for inactivating aMPV at sufficiently high-pressure 
levels, supporting its potential application in the development of inactivated vaccines. Al-
though these results are promising, further studies are needed to evaluate the impact of 
HHP treatment on the antigenic properties of the major viral proteins and its ability to elicit 
a protective immune response.

INTRODUZIONE
Il Metapneumovirus aviare (aMPV) è un virus a RNA a singolo filamento a polarità negativa 
appartenente alla famiglia Pneumoviridae, responsabile di patologie respiratorie nel pollame 
con rilevante impatto sanitario ed economici. L’infezione colpisce principalmente tacchini 
e polli, causando sintomi respiratori, riduzione delle performance produttive e, nelle galline 
ovaiole, alterazioni della deposizione (Cook, 2000). Nonostante l’applicazione della vaccina-
zione, il controllo di aMPV rimane complesso, soprattutto nelle aree ad alta densità avicola.
Le strategie vaccinali attualmente disponibili comprendono vaccini vivi attenuati e inatti-
vati (Salles et al., 2023). I vaccini vivi sono efficaci nell’induzione dell’immunità muco-
sale, ma presentano limiti legati alla possibile diffusione del ceppo vaccinale, al rischio di 
riacquisizione di virulenza (Catelli et al., 2006; Lupini et al., 2011) e alla limitata cross-pro-
tezione tra i diversi sottotipi circolanti. I vaccini inattivati sono utilizzati negli animali a 
lunga vita produttiva ed ottenuti mediante metodi convenzionali chimici. L’alta pressione 
idrostatica (High Hydrostatic Pressure, HHP) si è affermata come un’efficace tecnologia di 
processo non termica, inizialmente sviluppata nell’industria alimentare per l’inattivazione 
dei microrganismi, garantendo al contempo il mantenimento delle proprietà nutrizionali e 
organolettiche degli alimenti (Farr, 1990). Più recentemente, questa tecnologia ha suscitato 
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un crescente interesse anche in ambito biomedico come strategia innovativa per l’inattivazio-
ne virale, grazie alla sua capacità di sopprimere l’infettività preservando l’integrità strutturale 
e antigenica delle proteine virali (Barroso et al., 2021; de Souza et al., 2019). Tali caratteristi-
che rendono l’HHP una promettente piattaforma per lo sviluppo di vaccini inattivati. 
Alla luce di queste considerazioni, il presente lavoro ha avuto l’obiettivo di valutare l’ef-
ficacia HHP come metodica di inattivazione di aMPV sottotipi A e B, su colture cellulari, 
mediante valutazione della riduzione della infettività virale tramite titolazione e verifica 
della completa inattivazione tramite RT-qPCR a diversi time-point post-infezione.

MATERIALI E METODI
Cellule e ceppi virali
Per la propagazione virale sono state utilizzate colture cellulari VERO, coltivate in Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplementato con 10% siero fetale bovino (FBS), 
1% penicillina/streptomicina, 1% L-glutammina, 0,075% bicarbonato di sodio e 1% sodio 
piruvato, incubate a 37 °C in atmosfera al 5% di CO2.
Sono stati utilizzati due ceppi di aMPV appartenenti ai sottotipi A (IT/Ty/A/259-01/03) e B 
(IT/Ty/B/Vr240/87) adattati alla crescita su cellule VERO, nelle cui culture erano in grado 
di indurre effetto citopatico (CPE) caratterizzato dalla formazione di sincizi cellulari e dal 
progressivo distacco del monostrato cellulare. Il surnatante è stato raccolto 72 ore dopo l’in-
fezione, chiarificato mediante centrifugazione a 3.500 × g per 20 minuti a 4 °C e suddiviso in 
aliquote in sacchetti di plastica in polietilene trasparente per uso alimentare, sigillati ermeti-
camente. L’inattivazione mediata da alta pressione idrostatica è stata effettuata utilizzando un 
sistema ad alta pressione (Avure Technologies Inc., Erlanger, Kentucky, USA). Stock virali 
non trattati mediante HHP sono stati tenuti come controllo e processati in parallelo.

Trattamento di inattivazione virale mediante HHP
L’inattivazione mediata da alta pressione idrostatica è stata effettuata utilizzando un siste-
ma ad alta pressione (Avure Technologies Inc., Erlanger, Kentucky, USA), secondo quanto 
descritto da Brandolini et al. (2025).
I sacchetti sono stati posizionati direttamente all’interno della camera di pressurizzazione; 
l’aria è stata rimossa dal recipiente mediante una pompa automatica e l’acqua è stata pres-
surizzata per generare una pressione isostatica, trasmessa attraverso i sacchetti contenenti 
la sospensione virale. La pressione all’interno della camera è stata aumentata a una velocità 
di 200 MPa/minuto.
Sono stati testati quattro diversi livelli di pressione: 300, 400, 500 e 600 Mpa. I campioni 
virali sono stati quindi conservati a −80 °C fino alle successive analisi.

Valutazione della riduzione della infettività virale tramite titolazione virale
L’inattivazione virale a seguito del trattamento mediante HHP è stata valutata mediante 
titolazione virale degli stock virali trattati su colture cellulari VERO eseguendo diluizioni 
seriali (dal tal quale TQ a 10-¹¹) e inoculando il monostrato cellulare confluente di cellule. 
Dopo adsorbimento per 1,5 ore a 37 °C 5%CO2, l’inoculo è stato sostituito con terreno di 
mantenimento contenente 2% FBS e le colture sono state incubate per 72 ore. La presenza 
di CPE è stata valutata quotidianamente e il titolo virale è stato calcolato secondo il metodo 
di Reed e Muench (1938), espresso come TCID50/mL.

Valutazione della completa inattivazione virale tramite RT-qPCR
La completa inattivazione è stata verificata coltivando gli stock virali trattati, presumibil-
mente inattivati, su cellule VERO. La replicazione virale è stata valutata a 12, 24, 36, 48 e 
72 ore post-infezione mediante RT-qPCR (Cecchinato et al., 2013). 
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Analisi statistica
L’analisi statistica è stata eseguita mediante GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software, 
LLC, San Diego, CA, USA). I dati sono stati analizzati con ANOVA a una via seguita da 
test post-hoc di Tukey per il confronto tra gruppi. La significatività statistica è stata definita 
per p < 0,05.

RISULTATI
Valutazione della riduzione della infettività virale tramite titolazione virale
Dopo il trattamento con HHP, la riduzione dell’infettività virale è stata valutata mediante 
titolazione. Il trattamento a 300 MPa ha determinato una significativa riduzione dell’in-
fettività, pari rispettivamente a 4 e 3,5 log10 per i sottotipi A e B rispetto ai controlli non 
sottoposti a HHP. Ai livelli di pressione di 400, 500 e 600 MPa non è stato rilevato alcun 
virus infettivo, suggerendo una completa inattivazione virale per entrambi i sottotipi.
La completa inattivazione è stata ulteriormente verificata coltivando gli stock virali pre-
sumibilmente inattivati su cellule VERO e valutando la replicazione virale mediante qRT-
PCR. Tutti i trattamenti hanno determinato una soppressione costante della replicazione 
virale; la carica virale è diminuita tra 0 e 72 ore post-infezione, indicando che le pressioni 
esercitano un effetto inibitorio più marcato sulla replicazione del virus, fino alla sua com-
pleta abolizione (Figura 1).

Figura 1. 
Rappresentazione grafica dei risultati di RT-qPCR ottenuti da colture cellulari infettate con 
isolati di aMPV A (in alto)  e aMPV B (in basso) sottoposti a trattamento mediante alta pres-
sione idrostatica (HHP) a 300, 400, 500 e 600 MPa, confrontati con il controllo non trattato 
(Control).
I valori di Ct sono riportati in funzione delle ore post-infezione (0, 12, 24, 36, 48 e 72 h). 
Gli asterischi indicano differenze statisticamente significative rispetto al controllo non tratta-
to allo stesso time point (*p < 0,05).
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI
I risultati ottenuti dimostrano che l’alta pressione idrostatica riduce l’infettività di aMPV in 
maniera pressione-dipendente, fino a determinarne la completa inattivazione ai livelli di 400, 
500 e 600 MPa. Questi dati sono in accordo con studi precedenti che hanno evidenziato il 
potenziale dell’HHP nell’inattivazione di diversi virus preservandone l’integrità (Barroso et 
al., 2021). Sebbene i risultati siano promettenti, saranno necessari ulteriori studi per valutare 
l’effetto del trattamento sulle proprietà antigeniche delle principali proteine virali e sulla 
capacità di indurre una risposta immunitaria protettiva.

BIBLIOGRAFIA
1.	 Barroso, S. P. C., Vicente Dos Santos, A. C., Souza Dos Santos, P., Dos Santos Silva 

Couceiro, J. N., Fernandes Ferreira, D., Nico, D., Morrot, A., Lima Silva, J., & Cheble 
de Oliveira, A. (2021). Inactivation of avian influenza viruses by hydrostatic pressure as 
a potential vaccine development approach. Access Microbiology, 3(4), 000220. https://
doi.org/10.1099/acmi.0.000220 

2.	 de Souza, A. R., et al. (2019) Porcine parvovirus VP1/VP2 on a time series epitope 
mapping: exploring the effects of high hydrostatic pressure on the immune recognition 
of antigens. Virol. J. 16, 75. 

3.	 Brandolini, M., Rocculi, P., Morbarigazzi, M. et al. (2025). Development and in vivo 
evaluation of a SARS-CoV-2 inactivated vaccine using high hydrostatic pressure. npj 
Vaccines 10, 83. https://doi.org/10.1038/s41541-025-01136-7

4.	 Catelli, E., Cecchinato, M., Savage, C. E., Jones, R. C., & Naylor, C. J. (2006). Demon-
stration of loss of attenuation and extended field persistence of a live avian metap-
neumovirus vaccine. Vaccine, 24(42–43), 6476–6482. https://doi.org/10.1016/j.vac-
cine.2006.06.076 

5.	 Cecchinato, M., Lupini, C., Munoz Pogoreltseva, O. S., Listorti, V., Mondin, A., Drigo, 
M., & Catelli, E. (2013). Development of a real-time RT-PCR assay for the simultaneous 

 3 

Figura 1. Rappresentazione grafica dei risultati di RT-qPCR ottenuti da colture cellulari infettate con isolati di aMPV A (in alto)  e aMPV B (in basso) 

sottoposti a trattamento mediante alta pressione idrostatica (HHP) a 300, 400, 500 e 600 MPa, confrontati con il controllo non trattato (Control). 

I valori di Ct sono riportati in funzione delle ore post-infezione (0, 12, 24, 36, 48 e 72 h).  

Gli asterischi indicano differenze statisticamente significative rispetto al controllo non trattato allo stesso time point (*p < 0,05). 

 

 
 
 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
I risultati ottenuti dimostrano che l'alta pressione idrostatica riduce l'infettività di aMPV in maniera pressione-dipendente, 
fino a determinarne la completa inattivazione ai livelli di 400, 500 e 600 MPa. Questi dati sono in accordo con studi 
precedenti che hanno evidenziato il potenziale dell'HHP nell'inattivazione di diversi virus preservandone l'integrità 
(Barroso et al., 2021). Sebbene i risultati siano promettenti, saranno necessari ulteriori studi per valutare l'effetto del 
trattamento sulle proprietà antigeniche delle principali proteine virali e sulla capacità di indurre una risposta immunitaria 
protettiva. 
 
BIBLIOGRAFIA 
 

17

19

21

23

25

27

29

31

33
12	hpi 24	hpi 36	hpi 48	hpi 72	hpi

qR
T-
PC
R	
Ct
	v
al
ue

Ore	post-infezione

Time	point	HHP-aMPV	A

Control

300	MPa

400	Mpa

500	Mpa

600	MPa

13

16

19

22

25

28

31

34
12	hpi 24	hpi 36	hpi 48	hpi 72	hpi

qR
T-
PC
R	
Ct
	v
al
ue
	

Ore	post-infezione

Time	point	HHP-aMPV	B

Control

300	Mpa

400	Mpa

500	MPa

600	Mpa

*
* *

*
*
*

*

*

 

*	
*	

*	
*	 *	

https://doi.org/10.1099/acmi.0.000220
https://doi.org/10.1099/acmi.0.000220
https://doi.org/10.1038/s41541-025-01136-7
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2006.06.076
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2006.06.076


144

identification, quantitation and differentiation of avian metapneumovirus subtypes A and 
B. Avian Pathology: Journal of the W.V.P.A, 42(3), 283–289. https://doi.org/10.1080/03
079457.2013.788130 

6.	 Cook, J. K. (2000). Avian pneumovirus infections of turkeys and chickens. Veter-
inary Journal (London, England: 1997), 160(2), 118–125. https://doi.org/10.1053/
tvjl.2000.0486 

7.	 Farr, D. (1990). High pressure technology in the food industry. Trends Food Sci. Tech-
nol. 1, 14–16 (1990). 

8.	 Lupini, C., Cecchinato, M., Ricchizzi, E., Naylor, C. J., & Catelli, E. (2011). A turkey 
rhinotracheitis outbreak caused by the environmental spread of a vaccine-derived avian 
metapneumovirus. Avian Pathology: Journal of the W.V.P.A, 40(5), 525–530. https://doi.
org/10.1080/03079457.2011.607428 

9.	 Reed, L. J., & Muench, H. (1938). A simple method of estimating fifty per cent end-
points. American Journal of Epidemiology, 27(3), 493–497. https://doi.org/10.1093/ox-
fordjournals.aje.a118408 

10.	 Salles, G. B. C., Pilati, G. V. T., Muniz, E. C., de Lima Neto, A. J., Vogt, J. R., Dahmer, 
M., Savi, B. P., Padilha, D. A., & Fongaro, G. (2023). Trends and Challenges in the 
Surveillance and Control of Avian Metapneumovirus. Viruses, 15(9), 1960. https://doi.
org/10.3390/v15091960 

 

https://doi.org/10.1080/03079457.2013.788130
https://doi.org/10.1080/03079457.2013.788130
https://doi.org/10.1053/tvjl.2000.0486
https://doi.org/10.1053/tvjl.2000.0486
https://doi.org/10.1080/03079457.2011.607428
https://doi.org/10.1080/03079457.2011.607428
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a118408
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aje.a118408
https://doi.org/10.3390/v15091960
https://doi.org/10.3390/v15091960


145

EFFETTO SULLA REPLICAZIONE DI  SALMONELLA INFAN-
TIS NEI BROILER DELLE DIVERSE STRATEGIE DI CONTROL-
LO DELLA COCCIDIOSI E DELL’IMMUNITÀ PASSIVA MATER-
NA INDOTTA DALLA VACCINAZIONE DEI RIPRODUTTORI CON 
VACCINO INATTIVATO CONTRO SALMONELLA INFANTIS

Tampieri M.G.¹, Gallina G.², Volorio A.¹, Russo E.¹

¹ MSD Animal Health, Strada di Olgia Vecchia, Centro Direzionale Milano Due - Palazzo 
Canova, 20054 Segrate (MI), Italia;
² Vetspin Srl, Via Arturo Toscanini, 9, 40055 Villanova di Castenaso (BO), Italia

Summary
Salmonella enterica serovar Infantis is currently the predominant serovar in European 
broiler production and represents a major challenge for poultry health and food safety. 
This study evaluated the effect of maternal immunity and coccidiosis control strategies 
on S. Infantis transmission in broiler chickens using a seeder model infection.
A total of 150 Ross 308 broilers were assigned to five experimental groups differing in 
breeder vaccination protocol and coccidiosis control strategy. Chicks originated from 
breeders vaccinated with an inactivated vaccine containing S. Enteritidis and S. Typh-
imurium (ET, groups T1, T3 and T5) or from breeders vaccinated with an inactivated 
vaccine including also S. Infantis (ETI, groups T2 and T4). Group T1 was the control 
group and didn’t receive any treatment for coccidiosis, group T2 and T3 were treated 
with a coccidiostats, and T4 and T5 were vaccinated against coccidiosis. At 3 days of 
age, six birds per group were orally challenged with a field strain of S. Infantis, and trans-
mission within each group was monitored through cloacal swabs (days 7, 8, 10, 11 and 
12) and bacteriological analysis of liver, spleen, and ceca (days 13 and 14).
Broilers originated from ETI breeders showed a significantly lower S. Infantis isola-
tion from cloacal swabs on days 8, 10, 11 and 12 (p < 0.001) and from liver samples 
(p = 0.027), indicating a protective effect of maternally derived immunity. Coccidiosis 
treatments showed only sporadic and inconsistent effects on S. Infantis colonization and 
shedding.
These findings suggest that the use of an inactivated S. Infantis vaccine in breeders could 
reduce early intestinal colonization and dissemination of S. Infantis in broiler progeny. 
Further studies are needed to evaluate integrated control strategies to combine maternal 
immunity with microbiota-modulating approaches, such as probiotics and prebiotics, to 
improve the control of S. Infantis in poultry production.

INTRODUZIONE 
La salmonellosi rappresenta una delle principali zoonosi alimentari a livello europeo, la 
seconda più notificata nel 2024. In questo contesto, Salmonella enterica sierovar Infan-
tis (S. Infantis) riveste un ruolo di crescente importanza, essendo il quarto sierovar più 
frequentemente associato alle infezioni umane nell’Unione Europea e il sierovar predo-
minante nella filiera broiler-carne di pollo (EFSA e ECDC, 2025). Inoltre, negli ultimi 
anni si è assistito alla diffusione di ceppi di S. Infantis multiresistenti, spesso associati al 
megaplasmide pESI-like, che contribuisce alla persistenza e alla diffusione di determi-
nanti di resistenza antimicrobica lungo la filiera alimentare (Alba et al., 2020; Newton et 
al., 2020; Georganas et al., 2024). 
Un controllo efficace di S. Infantis negli allevamenti avicoli rappresenta pertanto una 
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priorità per la tutela della salute pubblica. Tuttavia, nonostante le misure di contenimento 
adottate lungo la filiera produttiva, il sierovar rimane ampiamente diffuso negli alleva-
menti di polli da carne in Italia e in altri Paesi europei, per i quali la riduzione della pre-
valenza di S. Infantis continua a rappresentare una sfida rilevante. È pertanto verosimile 
che un controllo efficace di S. Infantis richieda l’applicazione integrata di più misure di 
biosicurezza e contenimento (EFSA e ECDC, 2025). 
In quest’ottica, appare necessario approfondire il ruolo dei fattori in grado di influenzare 
la suscettibilità degli animali alla colonizzazione intestinale e alla diffusione dell’infe-
zione. 
Diversi studi hanno evidenziato come la presenza di immunità materna specifica, così 
come la composizione del microbiota intestinale, possano influenzare la colonizzazio-
ne e la replicazione intestinale di diversi sierovar di Salmonella enterica. Vaccinando i 
riproduttori, infatti, si trasferisce alla progenie una immunità passiva che protegge gli 
animali nelle prime settimane di vita (Hassan e Curtiss, 1996). La trasmissione, in parti-
colare di anticorpi che vengono trasferiti al tuorlo dell’uovo sotto forma di immunoglo-
buline Y (IgY), viene fortemente stimolata dalla vaccinazione con vaccini inattivati (Da 
Silva Teixeira et.al, 2022).  
È stato inoltre ipotizzato che l’impiego di coccidiostatici possa modificare l’equilibrio 
della microflora intestinale, favorendo indirettamente la replicazione e la persistenza 
di Salmonella nel tratto gastrointestinale (Holmberg et al.,1984; Volkova et al., 2011; 
Mughini-Gras et al., 2021).
Lo scopo di questo studio è valutare l’effetto dell’immunità materna specifica verso 
S. Infantis e delle due principali strategie di controllo della coccidiosi, rappresentate 
dall’impiego di coccidiostatici nel mangime e dalla vaccinazione, sulla diffusione di S. 
Infantis in polli da carne. 

MATERIALI E METODI 
Nello studio sono stati inclusi 150 pulcini da carne Ross 308 di un giorno di età. Novanta 
soggetti provenivano da riproduttori sottoposti a profilassi vaccinale per salmonellosi 
con tre dosi di vaccino vivo attenuato per Salmonella Enteritidis e Typhimurium e due 
richiami con vaccino inattivato per le stesse sierovarianti (riproduttori ET). I restanti 60 
pulcini provenivano da riproduttori sottoposti al medesimo protocollo vaccinale, ma con 
richiami effettuati mediante vaccino inattivato per Salmonella Enteritidis, Typhimurium 
e Infantis (riproduttori ETI).
I pulcini sono stati identificati individualmente ed assegnati a cinque gruppi sperimentali 
di 30 soggetti ciascuno. I pulcini provenienti da riproduttori ET sono stati distribuiti nei 
gruppi T1, T3 e T5, quelli provenienti da riproduttori ETI sono stati assegnati ai gruppi 
T2 e T4.
I gruppi T2 e T3 hanno ricevuto, dal giorno 0 (D0) fino al termine dello studio, una dieta 
supplementata con monensin e nicarbazina (48 + 48 ppm). I gruppi T4 e T5 sono stati 
sottoposti, al D0, a vaccinazione spray per coccidiosi. Il gruppo T1, controllo negativo, 
non è stato sottoposto né a trattamento con coccidiostatici, né a vaccinazione per cocci-
diosi.
Al giorno -8 (D-8), prima dell’avvio della prova sperimentale, è stata verificata l’assenza 
di Salmonella spp. nei campioni ambientali (tamponi ambientali, acqua, mangime e let-
tiera). Analogamente, tutti i gruppi sono risultati negativi per Salmonella spp. ai tamponi 
cloacali raccolti al D0 (pool di 5 tamponi/gruppo).
Al giorno 3 (D3) è stato effettuato il challenge applicando un modello di infezione natu-
rale (seeder model): sei pulcini per gruppo sono stati sottoposti a infezione sperimentale 
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mediante gavage orale con un ceppo di Salmonella Infantis (SI) di campo, alla dose di 
1,1 × 10³ UFC/animale, mentre gli altri soggetti appartenenti al gruppo si sono infettati 
per contatto con questi una volta iniziato lo shedding.
Nei giorni 7, 8, 10, 11 e 12 sono stati raccolti tamponi cloacali individuali da tutti i sog-
getti. Ai giorni 13 e 14 sono stati sacrificati 10 animali per gruppo e sono stati prelevati 
fegato, milza e ciechi.
I tamponi cloacali e gli organi sono stati refrigerati e conferiti entro 6 ore all’Istituto Zo-
oprofilattico Sperimentale delle Venezie (sedi di Verona e Padova) per essere sottoposti 
ad analisi batteriologica per la rilevazione e la quantificazione di SI. 
I risultati provenienti dai tamponi, suddivisi per giorno di campionamento, e dai campio-
ni di ciascun tessuto prelevato post-mortem ai giorni 13 e 14, sono stati analizzati appli-
cando un modello di regressione logistica con selezione stepwise basata sul criterio AIC. 
Sono stati valutati l’effetto della vaccinazione dei riproduttori (ET vs ETI), del sistema 
di controllo della coccidiosi (V vs C) e l’interazione tra i due fattori. Un valore di p < 
0,05 è stato considerato statisticamente significativo. L’analisi statistica dei dati è stata 
effettuata mediante il software Rcmdr: R Commander, versione 2.9-5 del pacchetto R.

RISULTATI E DISCUSSIONE
Il protocollo di infezione sperimentale adottato è risultato molto efficiente e nel corso 
della prova hanno cominciato ad eliminare SI non solo i soggetti oggetto di challenge ma 
anche quelli a contatto.
L’andamento dell’eliminazione fecale (Grafico 1) e dell’isolamento dai campioni di fe-
gato, milza e ciechi (Grafico 2) di SI ha evidenziato differenze tra i gruppi sperimentali 
principalmente in relazione al riproduttore di origine dei pulcini. 

Grafico 1. Numero totale di tamponi cloacali positivi per SI per gruppo e giorno di cam-
pionamento.
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Grafico 2. Numero totale di matrici positive (fegato, milza e ciechi) per SI per gruppo.

Dall’analisi statistica è emerso che l’immunità materna ricevuta da riproduttori ETI è as-
sociata ad una riduzione dell’isolamento di SI sia da tamponi cloacali nei giorni 8, 10, 11 
e 12 (p < 0,001) sia dal fegato (p = 0,027). Questo risultato suggerisce un effetto protettivo 
dell’immunità passiva derivante dalla vaccinazione dei riproduttori con vaccino inattivato 
contenente anche la valenza S. Infantis, come già riportato in letteratura per altri sierovar (Da 
Silva Teixeira et.al, 2022). 
La vaccinazione per coccidiosi è risultata associata ad un ridotto isolamento di SI esclusiva-
mente al giorno 8 (p < 0,001). Analogamente, l’interazione tra l’origine dei pulcini (ETI vs 
ET) e la vaccinazione per coccidiosi è risultata significativa soltanto al giorno 11 (p = 0,009). 
Poiché gli effetti statisticamente significativi del trattamento per coccidiosi non sono stati os-
servati in modo consistente nel corso dello studio, l’effetto della vaccinazione per coccidiosi 
è da considerarsi irrilevante.
È possibile ipotizzare a riguardo che eventuali effetti della vaccinazione per coccidiosi sul 
microbiota intestinale e conseguentemente sulla resistenza alla colonizzazione da Salmonella 
spp., riportati da altri autori, non siano stati riscontrati anche in funzione della brevità dello 
studio. I lavori precedenti avevano infatti valutato l’impatto del trattamento per coccidiosi 
a fine ciclo, mentre questo lavoro ha indagato solo i primi 14 giorni (Volkova et al., 2011).

CONCLUSIONI
La vaccinazione dei riproduttori con un vaccino inattivato contenente le valenze per S. In-
fantis, S. Enteritidis e S. Typhimurium è risultata associata, in broiler infettati precocemente 
con S. Infantis, a una ridotta escrezione del patogeno durante le prime due settimane di vita. 
Al contrario, l’impiego di un vaccino vivo per la coccidiosi in alternativa al trattamento con 
coccidiostatico non ha evidenziato effetti rilevanti sulla colonizzazione e sulla diffusione del 
sierovar.
Nel complesso, i risultati ottenuti confermano il potenziale interesse della vaccinazione dei 
riproduttori come strumento per limitare la diffusione precoce di S. Infantis nella progenie e 
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supportano l’opportunità di approfondire strategie integrate di controllo. Il microbiota inte-
stinale svolge infatti un ruolo fondamentale nella resistenza alla colonizzazione da parte dei 
patogeni enterici, nella modulazione della risposta immunitaria e nel mantenimento dell’o-
meostasi intestinale (Kogut et al., 2020). In tale contesto, diversi studi hanno dimostrato che 
l’impiego di probiotici, prebiotici o simbiotici può ridurre significativamente la colonizza-
zione intestinale e l’eliminazione ambientale di Salmonella spp. nei polli (Knap et al., 2011; 
Murate et al., 2015; Lamichhane et al., 2024), sebbene tali effetti tendano a manifestarsi 
dopo un periodo necessario alla modulazione e stabilizzazione del microbiota intestinale.
Pertanto, studi futuri potrebbero valutare l’efficacia di approcci combinati basati sulla vacci-
nazione dei riproduttori e sull’impiego di modulatori del microbiota. L’integrazione di stra-
tegie, in grado di agire sia nelle prime fasi di vita che nelle fasi successive dell’allevamento, 
potrebbe contribuire a ridurre la carica intestinale e ambientale di S. Infantis, limitandone la 
diffusione negli allevamenti e l’ingresso nella filiera di macellazione, con potenziali benefici 
per la sicurezza alimentare (Knap et al., 2011; Shanmugasundaram et al., 2019).
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Summary
Avian coccidiosis caused by Eimeria acervulina and Eimeria maxima impairs intestinal 
nutrient absorption and carcass pigmentation, representing a major economic concern in 
broiler production. In this study, 840 one-day-old Ross 308 broilers were challenged at D14 
with graded doses (none, low, medium, high) of E. acervulina and E. maxima, comparing 
body weight, Feed Conversion Rate (FCR), intestinal lesion scoring and faecal oocyst 
shedding with skin and breast muscle colorimetry (CIELab b* parameter) as an indicator of 
carcass pigmentation.
Body weight and FCR were significantly impaired in infected groups from D20 onward, most 
markedly between D13 and D20. Skin and muscle b* values were consistently and significantly 
lower in infected groups at all time points, and colorimetry remained discriminant even at D28, 
when E. maxima lesion scores no longer differed between groups, particularly in muscle tissue. 
Skin and muscle pigmentation showed complementary kinetics, with skin more responsive in the 
acute phase and muscle more informative later on.
These results support colorimetry as an objective, non-invasive tool, complementary to traditional 
diagnostic methods, for monitoring the impact of coccidial infection on carcass quality.

INTRODUZIONE
La coccidiosi aviare è una delle patologie parassitarie di maggiore impatto economico 
nell’industria avicola mondiale (Blake et al., 2020). Essa è causata da protozoi intracellu-
lari del genere Eimeria, di cui sette specie sono patogene per il pollo da carne. Tra queste, 
Eimeria acervulina ed Eimeria maxima rivestono particolare importanza per la loro am-
pia diffusione e per il loro impatto sulla produttività degli allevamenti (Williams, 1998). E. 
acervulina colonizza il duodeno e il digiuno prossimale causando lesioni caratteristiche e 
riduzione dell’assorbimento dei nutrienti, mentre E. maxima colpisce il digiuno e l’ileo, pro-
vocando enterite essudativa con marcata compromissione dell’assorbimento dei carotenoidi 
(McDougald, 2008).
L’infezione da Eimeria compromette l’assorbimento intestinale di pigmenti carotenoidici, 
responsabili della caratteristica colorazione gialla della cute e del muscolo nei polli da carne. 
Tale alterazione della pigmentazione rappresenta un danno economico rilevante in quanto 
la colorazione della carcassa costituisce un importante parametro qualitativo e commercia-
le (Pérez-Vendrell et al., 2001). La valutazione tradizionale della coccidiosi si avvale del 
lesion scoring intestinale, un metodo semiquantitativo ampiamente consolidato (Johnson e 
Reid, 1970), che tuttavia presenta alcune limitazioni in termini di oggettività e applicabilità 
a livello di macello, affiancato dal monitoraggio delle performance zootecniche quali il peso 
corporeo e l’indice di conversione alimentare (FCR). 
La colorimetria, mediante l’impiego di colorimetri portatili che misurano i parametri dello 
spazio cromatico CIELab (L*, a*, b*), rappresenta un approccio oggettivo, non invasivo e 
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rapidamente applicabile per la valutazione della pigmentazione della cute e del muscolo. 
Questa metodica potrebbe costituire uno strumento complementare o alternativo alle meto-
diche tradizionali di diagnosi e monitoraggio della coccidiosi, offrendo la possibilità di una 
valutazione standardizzata e riproducibile delle alterazioni cromatiche indotte dall’infezione.
Nel presente studio polli da carne sono stati infettati sperimentalmente con dosi scalari di E. 
acervulina ed E. maxima (nessuna, bassa, media e alta) al fine di valutare l’effetto dell’infe-
zione sulle performance produttive, sulle lesioni intestinali e sulla colorazione della cute e del 
muscolo, confrontando la colorimetria con le metodiche tradizionali.

MATERIALI E METODI
Al primo giorno di vita 840 polli broiler Ross 308 sono stati suddivisi in 40 box a terra con 
21 animali ciascuno e disposti in due file da 20 box (fronte a fronte). Ogni box era dotato di 
abbeveratoi a goccia e una mangiatoia a piatto con serbatoio. 
Gli animali hanno ricevuto mangime commerciale ad libitum secondo un programma trifa-
sico: mangime starter (D0–D13), grower (D14–D27) e finisher (D28–D35). Le fasi grower 
e finisher erano arricchite con OddOro® ad una concentrazione di 74 mg/kg di carotenoidi 
nella razione finita, al fine di garantire un adeguato apporto di pigmenti xantofillici. Il peso 
del mangime fornito e quello residuo per box sono stati registrati a D14, D21, D28 e D35.
Gli animali sono stati suddivisi in 4 gruppi sperimentali (10 box per gruppo) secondo un 
disegno a blocchi randomizzati. I gruppi erano i seguenti:
•	 Non infetti: Gli animali hanno ricevuto per gavaggio orale un volume di acqua equivalente 
al volume dell’inoculo somministrato ai gruppi infettati.
•	 Bassa dose: 2.000 oocisti di E. acervulina + 500 oocisti di E. maxima per animale.
•	 Media dose: 10.000 oocisti di E. acervulina + 5.000 oocisti di E. maxima per animale.
•	 Alta dose: 20.000 oocisti di E. acervulina + 10.000 oocisti di E. maxima per animale.

Le oocisti di E. acervulina ed E. maxima utilizzate nello studio provenivano da isolati di 
campo e sono state somministrate come miscela di oocisti sporulate a dose nota. Al giorno 14 
(D14) tutti gli animali dei gruppi sono stati infettati individualmente per gavaggio orale nel 
gozzo, mediante siringa con catetere, con circa 1,0 ml di sospensione in terreno di coltura. 
Precedentemente alla somministrazione dell’inoculo (D12) sono stati raccolti campioni feca-
li per verificare l’assenza di oocisti nei box prima dell’inoculo.
Il peso corporeo è stato rilevato per box nei giorni D0, D7, D14, D21, D28 e D35. Nei giorni 
di sacrificio programmato (D21, D28, D35), il peso dell’intero box è stato registrato prima 
della rimozione degli animali destinati alla necroscopia, insieme al peso del sottogruppo 
rimosso. Il peso medio degli animali è stato calcolato per box e per periodo. L’indice di con-
versione alimentare è stato calcolato per i periodi: D0–D14, D14–D21, D21–D28, D28–D35 
e D0–D35.
Il lesion score intestinale è stato valutato al D21 in 8 animali per box; mentre al D28 e D35 sono 
stati sacrificati e esaminati 5 soggetti per box. Le lesioni intestinali sono state valutate da perso-
nale qualificato secondo il sistema semiquantitativo di Johnson e Reid (1970), assegnando un 
punteggio da 0 (assenza di lesioni) a 4 (lesioni gravissime) separatamente per le lesioni tipiche 
di E. acervulina (duodeno e digiuno prossimale) ed E. maxima (digiuno e ileo).
La pigmentazione cutanea è stata misurata su 5 animali vivi per box al D21, D28 e D35, e 
sia su pelle che su muscolo negli animali sottoposti a lesion scoring. La misurazione è stata 
effettuata nella zona latero-pettorale apteriale destra, mediante colorimetro portatile CR-400 
Konica Minolta, utilizzando il sistema di riferimento cromatico CIE (1978). I dati colorime-
trici riportati nel presente lavoro si riferiscono al parametro b* (componente giallo-blu), che 
rappresenta l’indice più direttamente correlato al contenuto di pigmenti xantofillici.
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Campioni fecali per la conta delle oocisti per grammo di feci (OPG) sono stati raccolti per 
box al D12 e giornalmente dal D19 al D35. I campioni sono stati conservati in frigorifero a 
circa +4°C fino all’analisi. L’identificazione delle specie di Eimeria è stata effettuata sulla 
base della morfologia delle oocisti.
I dati sono stati analizzati mediante ANOVA a una via con il gruppo come fattore fisso. Le 
differenze tra gruppi sono state valutate con il test post hoc di Tukey HSD (Honestly Si-
gnificant Difference). Le analisi sono state condotte con il software JASP (versione 0.18). 
La significatività statistica è stata fissata a p < 0.05. I risultati sono espressi come media ± 
deviazione standard (DS). 

RISULTATI
Il peso corporeo degli animali alla nascita (D0) e al giorno 13 (D13) era sovrapponibile in 
tutti i gruppi sperimentali, senza differenze statisticamente significative (p = 0.631 e p = 
0.248, rispettivamente). A partire dal giorno 20 (D20), corrispondente al picco dell’infezione 
da Eimeria, il gruppo di controllo non infettato ha mostrato pesi corporei significativamente 
superiori rispetto a tutti i gruppi infettati (p < 0.001). Questa differenza si è mantenuta co-
stante fino al sacrificio a D35 (Tabella 1). Tra i gruppi infettati, la dose bassa ha mostrato pesi 
intermedi rispetto ai gruppi dose media e dose alta a D20, mentre a D28 e D35 i tre gruppi 
infettati non differivano tra loro in modo statisticamente significativo.

Tabella 1. Peso corporeo medio (kg ± DS) ai diversi giorni di valutazione. Lettere diverse 
indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 0.05, test di Tukey HSD).

Gruppo D0 D13 D20 D28 D35

Non infetti 0.046 ± 0.00 0.492 ± 0.01 1.037 ± 0.04a 1.892 ± 0.07a 2.506 ± 0.10a

Dose bassa 0.046 ± 0.00 0.481 ± 0.06 0.940 ± 0.08b 1.554 ± 0.10b 2.301 ± 0.10b

Dose media 0.046 ± 0.00 0.511 ± 0.02 0.871 ± 0.03c 1.510 ± 0.07b 2.209 ± 0.13b

Dose alta 0.046 ± 0.00 0.498 ± 0.03 0.840 ± 0.03c 1.460 ± 0.07b 2.216 ± 0.11b

p (ANOVA) 0.631 0.248 < 0.001 < 0.001 < 0.001

Indice di Conversione Alimentare (FCR)
Nel periodo D0–D13 non sono state rilevate differenze significative tra i gruppi nel FCR (p 
= 0.880). Nel periodo D13–D20, corrispondente alla fase acuta dell’infezione, il FCR è ri-
sultato significativamente più elevato nei gruppi infettati rispetto al controllo, con un effetto 
dose-dipendente: dose bassa (1.533 ± 0.14), dose media (1.914 ± 0.24) e dose alta (2.067 ± 
0.18) hanno mostrato un peggioramento progressivo rispetto ai non infetti (1.318 ± 0.06) 
(p < 0.001). Nel periodo D20–D28 le differenze sono rimaste significative (p = 0.007), con 
dose bassa significativamente più alto rispetto al controllo, mentre dose media e dose alta 
non differivano statisticamente da non infetti e dose bassa. Nel periodo D28–D35 il gruppo 
di controllo non infetto ha mostrato il valore di FCR più elevato (2.358 ± 0.45). Complessi-
vamente (D0–D35), il FCR è risultato significativamente superiore in tutti i gruppi infettati 
rispetto al controllo (p = 0.001) (Tabella 2).
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Tabella 2. Indice di Conversione Alimentare (FCR, media ± DS) nei diversi periodi di va-
lutazione. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 
0.05, test di Tukey HSD).

Gruppo D0–D13 D13–D20 D20–D28 D28–D35 D0–D35

Non infetti 1.221 ± 0.11 1.318 ± 0.06a 1.406 ± 0.04a 2.358 ± 0.45a 1.423 ± 0.06a

Dose bassa 1.219 ± 0.13 1.533 ± 0.14b 1.792 ± 0.12b 1.959 ± 0.17b 1.555 ± 0.07b

Dose media 1.194 ± 0.07 1.914 ± 0.24c 1.647 ± 0.36ab 1.876 ± 
∑0.28b 1.583 ± 0.11b

Dose alta 1.187 ± 0.14 2.067 ± 0.18d 1.636 ± 0.26ab 1.840 ± 0.17b 1.613 ± 0.09b

p (ANOVA) 0.880 < 0.001 0.007 0.001 0.001

Lesion Scoring intestinale
Eimeria acervulina
Al giorno 20 (Tabella 3), il gruppo non infetto ha mostrato un lesion score pressoché nullo 
(0.041 ± 0.095), a conferma dell’assenza di infezione nel gruppo di controllo. Il gruppo 
dose bassa ha presentato il lesion scoring più elevato (1.588 ± 0.277), seguito da dose media 
(0.813 ± 0.345) e dose alta (0.859 ± 0.341), che non differivano significativamente tra loro. 
Al giorno 28 il gruppo di controllo non infetto ha mostrato il punteggio più elevato (1.455 
± 0.261), significativamente superiore a tutti i gruppi infettati (p < 0.001), che presentavano 
scores molto ridotti (dose bassa: 0.220, dose media: 0.270, dose alta: 0.240). Al D35, i lesion 
scores erano prossimi allo zero in tutti i gruppi (p = 0.003).

Tabella 3. Lesion score intestinale per E. acervulina (media ± DS) ai diversi giorni di valuta-
zione. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 0.05, 
test di Tukey HSD).

Gruppo D20 D28 D35

Non infetti 0.041 ± 0.095a 1.455 ± 0.261a 0.250 ± 0.252a

Dose bassa 1.588 ± 0.277b 0.220 ± 0.274b 0.050 ± 0.113ab

Dose media 0.813 ± 0.345c 0.270 ± 0.258b 0.050 ± 0.113ab

Dose alta 0.859 ± 0.341c 0.240 ± 0.207b 0.000 ± 0.000b

p (ANOVA) < 0.001 < 0.001 0.003

Eimeria maxima
Al D20 è stato osservato un chiaro effetto dose-dipendente: non infetti = 0.141 ± 0.161, dose 
bassa = 2.363 ± 0.443, dose media = 3.288 ± 0.289, dose alta = 3.236 ± 0.377 (p < 0.001). 
A D28 e D35 non sono state rilevate differenze statisticamente significative tra i gruppi (p = 
0.816 e p = 0.125 rispettivamente) (Tabella 4).
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Tabella 4. Lesion score intestinale per E. maxima (media ± DS) ai diversi giorni di valuta-
zione. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 0.05, 
test di Tukey HSD).

Gruppo D20 D28 D35

Non infetti 0.141 ± 0.161a 0.985 ± 0.564 1.083 ± 0.362

Dose bassa 2.363 ± 0.443b 1.100 ± 0.271 0.870 ± 0.295

Dose media 3.288 ± 0.289c 1.170 ± 0.457 0.730 ± 0.177

Dose alta 3.236 ± 0.377c 1.080 ± 0.380 0.917 ± 0.408

p (ANOVA) < 0.001 0.816 0.125

Pigmentazione della cute
I valori colorimetrici della cute (Tabella 5) hanno mostrato differenze statisticamente si-
gnificative tra i gruppi in tutti i giorni di valutazione (p < 0.001). Il gruppo di controllo non 
infetto ha presentato i valori più elevati a tutti i time points (D20: 14.08 ± 1.05; D28: 17.44 
± 1.48; D35: 17.70 ± 1.23), indicando una maggiore intensità di pigmentazione rispetto ai 
gruppi infettati. Al D20, i valori dei gruppi infettati si sono ridotti in modo dose-dipendente: 
dose bassa = 11.89 ± 0.61, dose media = 10.94 ± 0.94, dose alta = 10.30 ± 0.76. Al D28 e 
D35, i tre gruppi infettati non differivano statisticamente tra loro ma mostravano tutti valori 
significativamente inferiori rispetto al controllo. 

Tabella 5. Valori colorimetrici della cute (media ± DS) ai diversi giorni di valutazione. Let-
tere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 0.05, test di 
Tukey HSD).

Gruppo D20 D28 D35
Non infetti 14.08 ± 1.05a 17.44 ± 1.48a 17.70 ± 1.23a
Dose bassa 11.89 ± 0.61b 10.90 ± 1.00b 13.72 ± 2.07b
Dose media 10.94 ± 0.94bc 10.48 ± 0.74b 13.34 ± 1.66b
Dose alta 10.30 ± 0.76c 9.99 ± 0.64b 13.86 ± 0.97b
p (ANOVA) < 0.001 < 0.001 < 0.001

Pigmentazione del muscolo
I valori colorimetrici del muscolo pettorale (Tabella 6) hanno evidenziato differenze statisti-
camente significative in tutti i time points (p < 0.001). Analogamente a quanto osservato per 
la cute, il gruppo non infetto ha mostrato i valori più elevati (D20: 9.75 ± 0.74; D28: 11.37 ± 
1.98; D35: 10.47 ± 0.98). Al D20, la differenza tra controllo e gruppi infettati era già signifi-
cativa ma di entità più contenuta rispetto ai time points successivi. Al D28, si è osservata la 
massima divergenza tra il controllo e i gruppi infettati, con dose media e dose alta, che mo-
stravano i valori inferiori (5.31 ± 0.69 e 4.96 ± 0.72, rispettivamente), significativamente più 
bassi anche rispetto a dose bassa (6.71 ± 1.06). Al D35, tutti i gruppi infettati mantenevano 
valori significativamente inferiori al controllo, senza differenze significative.
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Tabella 6. Valori colorimetrici del muscolo pettorale (media ± DS) ai diversi giorni di valuta-
zione. Lettere diverse indicano differenze statisticamente significative tra i gruppi (p < 0.05, 
test di Tukey HSD).

Gruppo D20 D28 D35

Non infetti 9.75 ± 0.74a 11.37 ± 1.98a 10.47 ± 0.98a

Dose bassa 8.57 ± 0.62b 6.71 ± 1.06b 6.22 ± 1.29b

Dose media 8.80 ± 0.47b 5.31 ± 0.69c 5.84 ± 0.61b

Dose alta 8.41 ± 0.67b 4.96 ± 0.72c 6.25 ± 1.41b

p (ANOVA) < 0.001 < 0.001 < 0.001

Curve di escrezione delle oocisti nelle feci
L’andamento dell’escrezione fecale delle oocisti nei diversi gruppi sperimentali, espresso 
come OPG medi per gruppo nel corso del periodo sperimentale, è riportato nella Figura 1 per 
E. acervulina e nella Figura 2 per E. maxima. 

Figura 1. Curva di escrezione delle oocisti per E. acervulina.
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DISCUSSIONE
La riduzione del peso corporeo osservata a partire da D20 nei gruppi infetti è coerente con i 
meccanismi patogenetici noti di entrambe le specie impiegate: la compromissione della mu-
cosa intestinale determinata da E. acervulina ed E. maxima riduce la capacità di assorbimen-
to dei nutrienti, con conseguente rallentamento dell’accrescimento (Williams, 1998; Blake et 
al., 2020). Il confronto tra i gruppi infetti a D20 evidenzia un andamento dose-correlato che 
si attenua progressivamente nei time points successivi: a D28 e D35 le differenze tra i grup-
pi infetti non raggiungono la significatività statistica, indicando che anche la dose minima 
impiegata nello studio è sufficiente a produrre un impatto produttivo di entità paragonabile a 
quello delle dosi più elevate. Questo dato suggerisce che anche le forme subcliniche di coc-
cidiosi, pur non producendo segni clinici, possano determinare perdite produttive di rilievo 
economico.
L’analisi del FCR per periodo ha permesso di identificare con precisione la finestra temporale 
di massimo impatto dell’infezione: nel periodo D13–D20 si è osservato un gradiente di peg-
gioramento perfettamente dose-correlato, con quattro livelli statisticamente distinti. Tale pat-
tern indica che il FCR misurato nella settimana immediatamente successiva all’inoculo costi-
tuisce l’indicatore produttivo più sensibile per quantificare l’effetto dell’infezione coccidica 
in un modello sperimentale, in accordo con quanto riportato da McDougald (2008) riguardo 
alla correlazione tra intensità dell’infezione e compromissione dell’efficienza alimentare. 
Il valore di FCR più elevato osservato nel gruppo non infetto nel periodo D28–D35 è ricon-
ducibile ad una contaminazione crociata ambientale avvenuta per prossimità tra i box: si può 
ipotizzare che gli animali del gruppo di controllo, esposti alle oocisti disperse nell’ambiente 
dai gruppi infettati, abbiano presentato a D28–D35 un’infezione in fase acuta con conse-
guente compromissione della efficienza alimentare. Tale fenomeno rappresenta un rischio 
intrinseco al disegno sperimentale adottato, in cui la prossimità fisica tra i box è necessa-
ria per garantire condizioni di crescita omogenee tra i gruppi, ed è pienamente confermato 
dall’andamento delle curve di escrezione delle oocisti.
Le curve di escrezione delle oocisti hanno fornito un elemento interpretativo essenziale per la 
comprensione dei risultati del lesion scoring, consentendo di ricostruire la cronologia dell’in-
fezione nei diversi gruppi.
Per E. acervulina, i gruppi infettati sperimentalmente hanno presentato il picco di escrezione 
primario tra D19 e D21, confermando che a D20 l’infezione era nel pieno della sua fase re-
plicativa. Successivamente, in tutti e tre i gruppi infettati è stato osservato un secondo picco 
di escrezione a distanza di circa una settimana dal primo (D25–D26), compatibile con un 
secondo ciclo replicativo endogeno del parassita. L’entità di questo secondo picco, tuttavia, è 
risultata inversamente correlata alla dose di inoculo: nel gruppo a dose bassa il secondo picco 
è stato particolarmente netto, superando persino il valore del picco primario, mentre nei grup-
pi a dose media e alta l’incremento a D25–D26 è stato di entità molto più contenuta, quasi 
impercettibile rispetto ai valori di escrezione già elevati raggiunti nella fase primaria. Questo 
gradiente suggerisce che l’intensità della risposta immunitaria acquisita, verosimilmente più 
rapida e più efficace alle dosi di inoculo più elevate, abbia limitato in modo dose-dipendente 
la replicazione parassitaria nel secondo ciclo, mentre alla dose più bassa una stimolazione 
immunitaria meno intensa avrebbe permesso una replicazione endogena secondaria presso-
ché priva di ostacoli.
Il lesion score a D20, pur confermando l’infezione in tutti i gruppi infettati, ha mostrato un 
andamento paradossale se paragonato alla escrezione delle oocisti: il gruppo a dose bassa ha 
presentato le lesioni più gravi, a fronte dei gruppi a dose media e alta che, pur con cariche 
parassitarie notevolmente superiori, hanno mostrato punteggi significativamente inferiori. 
La spiegazione più plausibile di questo pattern risiede nella competizione interspecifica tra 
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E. acervulina ed E. maxima per l’epitelialo intestinale: il gruppo a dose bassa aveva ricevuto 
un inoculo di E. maxima dieci e venti volte inferiore rispetto ai gruppi a dose media e alta 
rispettivamente, lasciando potenzialmente disponibile una maggiore estensione di mucosa 
duodenale per la replicazione di E. acervulina. In alternativa, o in modo complementare, 
l’intensa risposta immunitaria innata stimolata dall’inoculo combinato ad alte dosi potrebbe 
aver contribuito a limitare precocemente la replicazione parassitaria intestinale in quei gruppi 
(Dalloul e Lillehoj, 2006) — un meccanismo peraltro coerente con la minore ampiezza del 
secondo picco di escrezione osservata alle dosi più elevate.
I dati del lesion score a D28, che presentano i punteggi più elevati nel gruppo non infetto, 
trova una spiegazione diretta e coerente nei dati di escrezione delle oocisti. Questo gruppo ha 
iniziato a eliminare E. acervulina in modo significativo a partire da D26, con un picco che si 
è protratto fino a D31–D33, confermando che al momento del secondo scoring il gruppo di 
controllo si trovava nel pieno della fase replicativa di un’infezione ambientale contratta per 
contaminazione crociata, avvenuta circa 10–12 giorni prima per dispersione delle oocisti dai 
box adiacenti. Si tratta, a differenza del secondo picco endogeno osservato nei gruppi infettati 
sperimentalmente, di un ciclo infettivo primario, semplicemente sfasato nel tempo. I gruppi 
infettati sperimentalmente presentavano invece a D28 un’escrezione prossima allo zero, a 
conferma della risoluzione pressoché completa del loro ciclo infettivo secondario.
Per E. maxima, la dinamica di escrezione delle oocisti non si sovrappone quanto osservato 
per E. acervulina. Il picco primario, comune a tutti i gruppi infettati, si è collocato tra D20 
e D21; un secondo picco, atteso in analogia al pattern di E. acervulina, si è manifestato in 
modo nettamente diverso in funzione della dose: nel gruppo a dose bassa è comparso un 
secondo picco ben distinto e di entità rilevante attorno a D31–D33, mentre nei gruppi a dose 
media e alta l’incremento nello stesso periodo è risultato minimo, quasi impercettibile rispet-
to ai valori di fondo. Questa divergenza rispetto ad E. acervulina suggerisce che, per E. ma-
xima, l’immunità acquisita alle dosi media e alta sia stata sufficientemente rapida ed efficace 
da sopprimere quasi completamente un’eventuale replicazione endogena secondaria, mentre 
alla dose bassa la stimolazione immunitaria più contenuta avrebbe permesso, come per E. 
acervulina, un secondo ciclo replicativo di entità apprezzabile. La stessa dinamica di conta-
minazione crociata nel gruppo di controllo è confermata dall’andamento delle oocisti fecali, 
con il gruppo non infetto che ha mostrato escrezione rilevante solo a partire da D28–D29, in 
accordo con il periodo di prepatenza più lungo caratteristico di questa specie. L’assenza di 
differenze significative nel lesion score a D28 e D35 nei gruppi infettati sperimentalmente in-
dica una rapida risoluzione delle lesioni acute indipendente dalla dose inoculata, che avviene 
in modo parallelo alla progressione dell’infezione naturale nel gruppo non infetto.
I risultati colorimetrici costituiscono l’aspetto più innovativo del presente studio. La riduzio-
ne del parametro b*, espressione della componente gialla dello spazio cromatico CIELab e 
indice diretto del contenuto di pigmenti xantofillici nei tessuti, è stata osservata in maniera 
sistematica e altamente significativa in tutti i gruppi infettati rispetto al controllo, sia a livello 
cutaneo che muscolare, in tutti i time points considerati. La base biologica di questo feno-
meno risiede nella compromissione dell’assorbimento intestinale dei carotenoidi: le lesioni 
indotte da E. acervulina ed E. maxima a carico del piccolo intestino riducono l’assorbimento 
delle xantofille alimentari, limitandone l’accumulo nei tessuti bersaglio (Pérez-Vendrell et 
al., 2001).
Un aspetto di particolare interesse emerge dal confronto tra i risultati colorimetrici e il lesion 
scoring a D28. Mentre quest’ultimo non ha rilevato differenze significative tra i gruppi per E. 
maxima (p = 0.816), la colorimetria del muscolo ha mantenuto una differenza statisticamente 
significativa tra il gruppo di controllo e tutti i gruppi infettati, con dose media e dose alta si-
gnificativamente inferiori anche alla dose bassa. Questo dimostra che la colorimetria è in gra-
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do di rilevare gli effetti cumulativi dell’infezione sull’assorbimento dei pigmenti anche oltre 
la risoluzione delle lesioni macroscopicamente evidenti, configurandosi come uno strumento 
diagnostico complementare capace di intercettare le conseguenze funzionali dell’infezione in 
una finestra temporale in cui il lesion scoring perde di sensibilità.
Dal confronto tra cute e muscolo emerge una diversa cinetica di risposta alla riduzione 
dell’assorbimento delle xantofille. La cute ha mostrato a D20 la capacità di separare quattro 
livelli dose-correlati, risultando più sensibile nella fase acuta, probabilmente in ragione di 
una maggiore rapidità di risposta alle variazioni di assorbimento intestinale. Il muscolo, al 
contrario, ha mostrato una differenza dose-dipendente meno evidente a D20 ma più marcata  
a D28, suggerendo una dinamica di accumulo e deplezione dei pigmenti più lenta ma più 
persistente, che si rivela diagnosticamente più informativa nelle fasi tardive dell’infezione.
È infine rilevante osservare che il gruppo di controllo non infetto, nonostante la contamina-
zione crociata ambientale documentata dalla curva di escrezione oocistica, ha mostrato un 
incremento progressivo dei valori di b* dall’inoculo fino a D35 in entrambi i tessuti, man-
tenendosi sempre significativamente superiore ai gruppi infettati sperimentalmente. Questo 
dato indica che l’infezione naturale tardiva subita dai non infetti, per quanto documentata 
dall’escrezione oocistica, non ha prodotto un impatto sull’assorbimento dei carotenoidi para-
gonabile a quello dell’infezione sperimentale diretta, verosimilmente per effetto della minore 
carica parassitaria ambientale e del ritardo temporale rispetto all’inoculo, che ha permesso 
agli animali non infetti di accumulare una maggiore riserva di pigmenti nei tessuti prima 
dell’esposizione. Questo rafforza ulteriormente il potenziale della colorimetria come stru-
mento sensibile per rilevare e quantificare le conseguenze dell’infezione coccidica sulla qua-
lità della carcassa, con possibili applicazioni sia in allevamento che in sede di macellazione.

CONCLUSIONI
Il presente studio dimostra che l’infezione sperimentale con dosi scalari di E. acervulina ed 
E. maxima produce alterazioni significative e dose-correlate delle performance produttive e 
della qualità della carcassa nel pollo da carne, con effetti rilevabili già alla dose di inoculo 
più bassa. I dati di escrezione delle oocisti si sono rivelati un elemento interpretativo indi-
spensabile, consentendo di ricostruire la cronologia dell’infezione nei diversi gruppi e di 
spiegare l’andamento del lesion scoring in modo più solido rispetto alla sola valutazione 
macroscopica delle lesioni intestinali. La colorimetria cutanea e muscolare si è dimostrata 
una metodica sensibile, oggettiva e capace di rilevare le conseguenze funzionali dell’infezio-
ne sull’assorbimento dei carotenoidi anche oltre la risoluzione delle lesioni acute, risultando 
complementare e, in alcuni contesti superiore, al lesion scoring nella capacità di discrimina-
zione tra i gruppi. La diversità di risposta osservata nella cute e nel muscolo suggerisce che i 
due tessuti forniscano informazioni complementari e che la loro valutazione combinata possa 
aumentare il potere diagnostico della metodica colorimetrica.
Alla luce di questi risultati, la colorimetria cutanea potrebbe essere un valido parametro ag-
giuntivo da impiegare nei modelli sperimentali volti a testare l’efficacia di sostanze naturali 
e additivi zootecnici nel controllo della coccidiosi e del relativo impatto sulle produzioni. 
I modelli di infezione sperimentale con coccidi a basse dosi, spesso utilizzati per simulare 
condizioni subcliniche di campo, tendono a non produrre segni clinici evidenti (arruffamento 
del piumaggio, letargia, mortalità), rendendo difficile verificare le differenze tra gruppi infetti 
e di controllo. Il fatto che, anche alla dose più bassa impiegata nel presente studio, la colo-
rimetria abbia rilevato una riduzione significativa della pigmentazione cutanea e muscolare, 
in una finestra temporale in cui il lesion score risultava già contenuto o in rapida risoluzione, 
suggerisce che questa metodica possa rappresentare uno strumento sensibile da esplorare 
ulteriormente in tale contesto.
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Un ulteriore aspetto di interesse riguarda la possibilità di eseguire la misurazione colorimetri-
ca cutanea in vivo e in modo ripetuto sullo stesso animale nel tempo, a differenza del lesion 
score, che richiede necessariamente il sacrificio di sottogruppi distinti ad ogni time point di 
valutazione. Questa caratteristica potrebbe consentire l’adozione di disegni sperimentali a 
misure ripetute, con una conseguente riduzione del numero di animali necessari per ottenere 
una potenza statistica adeguata, in linea con il principio della Reduction previsto dalle 3R 
(Replacement, Reduction, Refinement) nella sperimentazione animale.
Va tuttavia sottolineato che la misurazione colorimetrica è influenzata da diverse variabili 
indipendenti dalla infezione con coccidi, quali la razza, il sesso e il contenuto di xantofille 
della dieta, che possono modulare la pigmentazione basale della cute indipendentemente 
dalla presenza di infezione. Nell’applicazione di questo approccio sarà pertanto necessario 
porre particolare attenzione alla standardizzazione di tali variabili tra i gruppi sperimentali, 
al fine di garantire che le differenze colorimetriche osservate siano effettivamente attribuibili 
all’infezione e non a fattori confondenti. Ulteriori studi dovranno inoltre validare questo ap-
proccio in condizioni di campo e definirne le soglie diagnostiche ottimali.
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Summary
Infectious bursal disease virus (IBDV) is an immunosuppressive pathogen of chickens that 
is highly resistant in the environment and susceptible to frequent mutations and reassortment 
events. Despite the widespread use of vaccination, surveillance remains essential to monitor 
the circulation of field strains and to evaluate the effectiveness of implemented vaccination 
programs.
This study compared traditional sampling of the bursa of Fabricius with a non-invasive 
approach based on air sampling using an air collector. A total of 50 broiler and pullet flocks 
were analyzed by qRT-PCR for generic IBDV detection and specifically for genogroup 
A3, integrating results with sequencing performed on bursa samples that tested positive 
by RT-PCR.
The results showed a high qualitative agreement between the two sample types, as the rela-
tive sensitivity and specificity of air sampling were respectively equal to 93.6% and 100% 
for generic qRT-PCR, and 77.8% and 96.9% for the A3-specific assay. On the other hand, 
air samples showed significantly higher Ct values for both assays, whose quantitative re-
sults do not seem necessarily indicative of the actual viral load. Lastly, the genotypization 
achieved by considering the results of the two qRT-PCRs (i.e., A3 or non-A3 strains) showed 
a substantial agreement with sequencing results performed on bursal samples, showing the 
feasibility of such approach on air samples. Nonetheless, the limited amount of genetic ma-
terial collected by environmental sampling may reduce the feasibility of further molecular 
characterization, which may be especially relevant in contexts such as Italy, where different 
field IBDV strains circulate.
In conclusion, air sampling represents a promising non-invasive alternative for IBDV mon-
itoring, particularly in contexts where animal welfare or biosecurity constrain traditional 
sampling. However, the lower amount of captured genetic material may hamper viral quanti-
fication and exact characterization, suggesting a complementary rather than substitutive role 
compared with conventional methods.

INTRODUZIONE
Nel quadro delle malattie immunosoppressive del pollo, la bursite infettiva (IBD), anche 
nota come malattia di Gumboro, è da lungo tempo oggetto di nutrito interesse da parte degli 
operatori del settore avicolo per le sue gravi implicazioni sanitarie ed economiche (Van Der 
Berg et al., 2000). L’agente eziologico della malattia, conosciuto come virus della bursite 
infettiva (IBDV), appartiene alla specie Avibirnavirus gumboroense, genere Avibirnavirus, 
famiglia Birnaviridae. 
Si tratta di un virus privo di envelope e dotato di un genoma a RNA diviso in due segmenti, 
denominati A e B. Per queste sue caratteristiche, IBDV è caratterizzato da un’elevata resistenza 
a livello ambientale e da un’intrinseca capacità di accumulare mutazioni ed andare incontro ad 
eventi di riassortimento, facilitando la comparsa di nuove varianti (Eterradossi et al., 2019).
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Dal punto di vista patogenetico, IBDV infetta i linfociti B in fase di maturazione all’interno 
della borsa di Fabrizio, determinando deplezione linfocitaria e successiva immunodepres-
sione, oltre a causare forme acute nel pollame tra le 3 e le 6 settimane di età (Sharma et al., 
2000). L’adozione routinaria della profilassi vaccinale si è rivelata efficace nel contrastare 
l’insorgenza di IBD negli allevamenti avicoli, pur non conferendo un’immunità sterilizzante 
nei confronti del virus (Asfor et al., 2022). In questo contesto, la sorveglianza nei confronti 
di IBDV attraverso l’esecuzione di monitoraggi mirati risulta fondamentale al fine di valutare 
l’eventuale circolazione di ceppi IBDV di campo negli allevamenti avicoli, la comparsa di 
nuove varianti e l’efficacia del piano vaccinale adottato in funzione dello stato sanitario e 
produttivo degli animali.
I metodi molecolari rappresentano attualmente i test più utilizzati per la diagnosi e la caratte-
rizzazione di IBDV, e la loro utilità è stata ulteriormente rafforzata dalla recente proposta di 
diversi sistemi di classificazione basati sulla filogenesi (Islam et al., 2021; Wang et al., 2021), 
che hanno consentito di descrivere nuovi tipi genetici in molte aree del mondo. Il campione 
di elezione è rappresentato dalla borsa di Fabrizio, l’organo linfoide che costituisce il princi-
pale sito di replicazione di IBDV. Tuttavia, il prelievo della borsa comporta necessariamente 
l’abbattimento degli animali, una procedura che può ostacolare le attività di monitoraggio 
nei contesti produttivi, dove l’attenzione al benessere animale è giustamente elevata o in 
aumento. Altre strategie di campionamento, come l’utilizzo di tamponi cloacali o di diverse 
tipologie di campioni ambientali, sono limitatamente implementate, e allo stato attuale non 
esiste un consenso sulla comparabilità delle loro performance rispetto a quelle garantite dal 
campionamento della borsa.
Nel panorama diagnostico degli ultimi anni, tecnologie non-invasive basate sul campiona-
mento dell’aria stanno acquisendo sempre maggior rilevanza in ambito zootecnico, princi-
palmente per la sorveglianza dei patogeni respiratori nei comparti suinicolo ed avicolo, ma 
anche per il monitoraggio di altri agenti patogeni di interesse per queste specie (Alonso et al., 
2017; Hankel et al., 2022).
In questo contesto si inserisce il dispositivo AeroCollect®, uno strumento di campionamento 
dell’aria che sfrutta il principio della precipitazione elettrostatica. Il campionamento vie-
ne effettuato mediante l’applicazione di un campo elettrico ad alto voltaggio all’interno di 
una cartuccia monouso, consentendo la cattura e la concentrazione di virus, batteri e altre 
particelle presenti nell’ambiente e permettendone successivamente identificazione mediante 
metodiche di biologia molecolare (Aerocollect A/s, 2021).
Obiettivo di questo studio è stato pertanto quello di comparare la metodica di campionamen-
to tradizionale per IBDV basata sul prelievo della borsa di Fabrizio con il prelievo ambien-
tale svolto tramite tecnologia AeroCollect®, al fine di valutarne l’applicabilità e i casi d’uso 
all’interno del contesto produttivo italiano.

MATERIALI E METODI
Un totale di 50 gruppi di polli appartenenti a diverse filiere e categorie produttive (broiler o 
pollastre), immunizzati con vaccini vettorizzati o a immunocomplessi, sono stati campionati 
ad un’età compresa tra 27 e 44 giorni d’età (età media: 34 giorni). Le due tipologie di matrici 
comparate consistevano in pool di 4 borse di Fabrizio impresse su FTA card™ (GE Healthcare 
UK Limited, Amersham, UK) e campioni d’aria prelevati all’interno del rispettivo capannone 
utilizzando l’apposito aerocollettore. Il campionamento ambientale è stato eseguito seguendo 
le indicazioni del produttore (FORCE Technology, Brøndby, Denmark), ovvero camminando 
all’interno del capannone in esame per almeno 5 minuti ed avvicinando il più possibile lo 
strumento all’altezza degli animali, sollevando la lettiera al passaggio e permettendo così allo 
strumento di intercettare quanta più polvere possibile.
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I campioni d’organo sono stati processati presso il Laboratorio di Biotecnologie e Malattie 
Infettive del Dipartimento MAPS dell’Università degli Studi di Padova (Legnaro, Italia), 
eluendo i frammenti di FTA card in 1 ml di PBS 1x e estraendo gli acidi nucleici con uno 
strumento QIAcube HT ed il kit QIAamp 96 Virus QIAcube HT (QIAGEN, Venlo, Paesi 
Bassi), mentre i campioni d’aria sono stati inviati ai laboratori Aerocollect (Brøndby, Da-
nimarca). Per garantire la comparabilità dei risultati, entrambe le tipologie di campioni 
sono state sottoposte a indagini molecolari con una combinazione di due kit commerciali di 
RT-PCR real-time (qRT-PCR), Kylt® IBDV Screening e Kylt® IBDV genogroup A3 (SAN 
Group Biotech Germany GmbH, Hoeltinghausen, Germania), comunemente utilizzati per 
determinare rispettivamente la generica presenza di ceppi IBDV e l’infezione da parte di 
ceppi appartenenti al genogruppo A3, che rappresentano la totalità dei ceppi di campo rile-
vati attualmente in Italia (Poletto et al., 2026). 
I risultati ottenuti sono stati comparati per valutare le performance relative delle analisi 
svolte sui campioni d’aria rispetto a quelle eseguite sui pool di borse, considerate la ma-
trice d’elezione. Dal punto di vista qualitativo, gli esiti sono stati valutati statisticamente 
calcolando l’indice Kappa di Cohen (K) e tramite test di McNemar. L’associazione tra 
l’andamento dei valori di cycle threshold (Ct) ottenuti analizzando le due matrici è stata 
indagata considerando i soli casi di co-positività e utilizzando il test di correlazione di Spe-
arman, mentre la presenza di differenze sistematiche tra i due metodi di campionamento 
è stata esaminata con il test di Wilcoxon per dati appaiati. Tutti i test statistici sono stati 
condotti considerando p < 0.05 come valore statisticamente significativo.
Per ottenere una caratterizzazione molecolare più precisa, i campioni d’organo sono stati 
inoltre sottoposti ad un’ulteriore analisi mediante RT-PCR end-point, eseguita utilizzando i 
primer 743-1 (5′-GCCCAGAGTCTACACCAT-3’) and 743-2 (5′-CCCGGATTATGTCTT-
TGA-3’) (Jackwood e Sommer-Wagner, 2005 ) e il kit SuperScript™ III One-Step RT-PCR 
System with Platinum™ Taq DNA Polymerase kit (Invitrogen™, Waltham, MA, USA), per 
poi sottoporre i campioni positivi a sequenziamento Sanger presso il Macrogen Milan Ge-
nome Center (Milano, Italia) con entrambi i primer già menzionati. I cromatogrammi così 
ottenuti sono stati poi valutati e sottoposti a trimming con il software 4Peaks (Nucleobytes 
B.V., Aalsmer, Paesi Bassi) per generare le sequenze per le successive analisi molecolari, 
che hanno previsto la comparazione con un database di sequenze di referenza utilizzando 
MEGA12 (Kumar et al., 2024).
Gli esiti del sequenziamento, utilizzati per confermare la correttezza della caratterizza-
zione derivante dagli esiti dei due saggi di qRT-PCR, sono stati anch’essi oggetto di una 
comparazione qualitativa. A tale scopo, i risultati delle qRT-PCR sono stati categorizzati 
come segue:

-	 Positività a entrambe le qRT-PCR: presenza di ceppo di campo A3;
-	 Positività alla sola qRT-PCR generica: presenza di ceppo non-A3, presumibilmen-

te di origine vaccinale;
-	 Negatività a entrambe le qRT-PCR: campione negativo.

Nel caso, non verificatosi, in cui solamente la qRT-PCR A3-specifica fosse risultata posi-
tiva, il campione sarebbe stato considerato non valido. L’indice K è stato quindi calcolato 
considerando gli esiti positivi del sequenziamento e la rispettiva caratterizzazione tramite 
pannello di qRT-PCR a partire dalle diverse matrici.

RISULTATI
I risultati delle analisi molecolari sono mostrati nella Tabella 1. Le indagini svolte sui cam-
pioni impressi su FTA card hanno evidenziato 47 positività alla qRT-PCR generica, con 
valori di Ct compresi tra 14,3 e 36,8 (media: 23,1 Ct), e 18 alla qRT-PCR A3-specifica, con 
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valori di Ct tra 16,6 e 35,7 (media: 24,7 Ct). Tre campioni d’organo sono risultati negativi 
a entrambe le metodiche.
Comparativamente, 44 campioni d’aria sono risultati positivi al saggio di real-time RT-
PCR generico, con valori di Ct compresi tra 32,3 e 41,8 (media: 36,7 Ct), e 15 al test 
A3-specifico, con valori di Ct tra 32,8 e 39,6 (media: 37,6 Ct). Sei campioni d’aria sono 
risultati negativi a entrambe le metodiche.
Le analisi di RT-PCR end-point svolte sui campioni impressi su FTA card hanno eviden-
ziato 43 positività. In base al sequenziamento, 28 di esse sono state ascritte a ceppi A1 di 
origine vaccinale, e 15 a ceppi del genogruppo A3 che rappresentavano due diverse tipolo-
gie ceppi di campo A3B1. In particolare, 7 di essi sono stati caratterizzati come esponen-
ti della clade italo/russo/mediorientale (ITA/RUS/ME) e 8 come riassortanti dell’Europa 
nordoccidentale (NWEU). 

ID
Borse di Fabrizio Aria

RT-PCR 
+ sequenziamento

qRT-PCR 
generica

qRT-PCR 
A3-specifica

qRT-PCR 
generica

qRT-PCR 
A3-specifica

1 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 17,1 Ct 22,8 Ct 32,3 Ct 32,8 Ct

2 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 14,3 Ct 22,6 Ct 37,7 Ct 37,2 Ct

3 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 21,5 Ct Negativo 34,7 Ct Negativo

4 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 22,2 Ct Negativo 38,1 Ct Negativo

5 Negativo 32,9 Ct 34,5 Ct Negativo Negativo

6 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 18,0 Ct Negativo 34,0 Ct Negativo

7 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 17,6 Ct Negativo 37,7 Ct Negativo

8 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 17,7 Ct Negativo 39,0 Ct Negativo

9 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 18,8 Ct Negativo 39,7 Ct Negativo

10 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 23,3 Ct 25,9 Ct Negativo Negativo

11 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 22,5 Ct 30,3 Ct 36,0 Ct Negativo

12 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 30,7 Ct 29,8 Ct 36,3 Ct 38,6 Ct

13 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 22,8 Ct Negativo 37,3 Ct Negativo

14 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
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15 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 19,3 Ct Negativo 35,3 Ct Negativo

16 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 15,9 Ct Negativo 35,3 Ct Negativo

17 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 19,9 Ct Negativo 36,3 Ct Negativo

18 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 16,9 Ct Negativo 34,0 Ct Negativo

19 Genogruppo A1 
(Faragher 52/70) 33,9 Ct Negativo Negativo Negativo

20 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 18,6 Ct 19,6 Ct 33,1 Ct 37,9 Ct

21 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 25,6 Ct 20,8 Ct 34,1 Ct 38,6 Ct

22 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 21,9 Ct Negativo 35,8 Ct Negativo

23 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 28,6 Ct 16,6 Ct 37,4 Ct 38,8 Ct

24 Genogruppo A1 
(Faragher 52/70) 31,3 Ct Negativo 37,2 Ct Negativo

25 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 26,3 Ct 31,5 Ct 38,6 Ct Negativo

26 Negativo 34,2 Ct 35,7 Ct 41,8 Ct 39,6 Ct

27 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 21,5 Ct 25,1 Ct 35,7 Ct 37,6 Ct

28 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 20,1 Ct Negativo 35,4 Ct Negativo

29 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 28,9 Ct 22,4 Ct 35,7 Ct 37,3 Ct

30 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 21,3 Ct 20,9 Ct 38,0 Ct 39,0 Ct

31 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 16,5 Ct Negativo 34,4 Ct Negativo

32 Genogruppo A3 
(clade ITA/RUS/ME) 23,9 Ct 21,7 Ct 38,0 Ct 36,5 Ct

33 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 18,9 Ct Negativo 38,9 Ct 39,3 Ct

34 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 25,1 Ct 24,0 Ct 39,2 Ct 39,2 Ct
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35 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 16,2 Ct Negativo 35,7 Ct Negativo

36 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 23,8 Ct Negativo 35,6 Ct Negativo

37 Negativo 32,8 Ct Negativo 37,3 Ct Negativo

38 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 18,0 Ct Negativo 33,4 Ct Negativo

39 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 22,6 Ct Negativo 39,5 Ct Negativo

40 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 23,8 Ct Negativo 39,7 Ct Negativo

41 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 17,5 Ct Negativo 34,6 Ct Negativo

42 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 30,1 Ct 18,1 Ct 36,1 Ct 35,6 Ct

43 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 27,7 Ct Negativo 39,5 Ct Negativo

44 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 23,8 Ct Negativo 36,6 Ct Negativo

45 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

46 Genogruppo A3 
(riassortanti NWEU) 20,9 Ct 22,6 Ct 35,2 Ct 35,6 Ct

47 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 24,7 Ct Negativo 40,3 Ct Negativo

48 Genogruppo A1 
(W2512/1052-like) 19,4 Ct Negativo 34,7 Ct Negativo

49 Negativo 36,8 Ct Negativo 39,5 Ct Negativo
50 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo

In base alla comparazione quantitativa dei risultati ottenuti tramite qRT-PCR generica (Ta-
bella 2), la sensibilità relativa dei campioni d’aria rispetto a quelli d’organo si è rivelata pari 
al 93,6% (44/47), mentre la specificità relativa era del 100% (3/3). L’accuratezza totale è stata 
pari al 94% (47/50), con un valore K=0,64. Il test di McNemar non ha evidenziato differenze 
statisticamente significative nella distribuzione dei risultati tra le due matrici (p=0,25).
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Positività
Borse di Fabrizio

Totale
Negatività

Aria
Positività 44 0 44
Negatività 3 3 6

Totale 47 3 50

Tabella 2. Comparazione dei risultati ottenuti tramite qRT-PCR generica nelle diverse ma-
trici campionate.

Per quanto riguarda gli esiti della qRT-PCR A3-specifica (Tabella 3), la sensibilità e la specifi-
cità relativa dei campioni d’aria si sono dimostrate rispettivamente pari al 77,8% (14/18) e al 
96,9% (31/32). L’accuratezza totale è stata pari al 90% (45/50), con un valore K=0,77, men-
tre il test di McNemar ha restituito un risultato non statisticamente significativo (p=0,375).

Positività
Borse di Fabrizio

Totale
Negatività

Aria
Positività 14 1 15
Negatività 4 31 35

Totale 18 32 50

Tabella 3. Comparazione dei risultati ottenuti tramite qRT-PCR A3-specifica nelle diverse 
matrici campionate.

I risultati ottenuti analizzando le due tipologie di campioni utilizzando le metodiche di qRT-
PCR sono stati valutati anche dal punto di vista quantitativo (Figura 1). L’analisi di correla-
zione di Spearman ha evidenziato un comportamento differente tra i due saggi diagnostici: 
per la qRT-PCR generica è stata riscontrata una correlazione positiva moderata (ρ=0.4696) 
ma altamente significativa (p=0.0013), indicando una chiara coerenza nell’andamento dei 
valori di Ct tra le diverse matrici. Al contrario, per la qRT-PCR A3-specifica, la correla-
zione osservata è stata debole (ρ=0.1621) e non significativa dal punto di vista statistico 
(p=0.5799), non permettendo di dimostrare un’associazione prevedibile tra i livelli di Ct 
delle due matrici.
Il test non parametrico di Wilcoxon per dati appaiati ha rivelato differenze significative tra i 
due metodi di campionamento in entrambi i saggi diagnostici, in quanto i valori di Ct ottenuti 
dai campioni d’aria erano sistematicamente più elevati: per la qRT-PCR generica, il valore di 
Ct medio dei campioni d’aria è stato di 36,7, mentre quello rilevato dai pool di borse è stato 
di 23,1  (ΔCt medio=13,6; p<0.0001); per la qRT-PCR A3-specifica, il valore di Ct medio è 
stato pari a 24,7 nei pool di borse e a 37,6 campioni d’aria (ΔCt medio; p=0.0011). 
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Figura 1. Comparazione quantitativa dei risultati ottenuti mediante qRT-PCR generica e 
A3-specifica sulle diverse matrici prelevate, visualizzati come scatter plot (A, C) e boxplot 
(C, D). A fini di visualizzazione, i casi in cui almeno una matrice risultava negativa sono mo-
strati in rosso negli scatter plot, assegnando alle negatività un valore di Ct pari a 45. I boxplot 
includono solo i casi di co-positività per non alterare il calcolo dei parametri descrittivi.
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La comparazione della caratterizzazione ottenuta tramite pannello di qRT-PCR coi risultati 
del sequenziamento ha dimostrato una sostanziale concordanza per quanto riguarda i cam-
pioni positivi: considerando sia le identificazioni di virus di campo (genogruppo A3) che 
quelle vaccinali (genogruppo A1), le analisi di qRT-PCR hanno prodotto un risultato con-
corde nel 97,7% dei pool di borse (42/43, K=0,95) e nel 90,7% considerando i rispettivi 
campioni d’aria (39/43, K=0,81) (Tabella 4).
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Risultati sequenziamento
Concordanza 
diagnosticaMatrice Risultati

qRT-PCR
Ceppi di 

campo (A3)
Ceppi 

vaccinali (A1)

Borse FTA
A3 15 1 A3: 15/15, 100%

A1: 27/28, 96,4%
Totale: 42/43, 97,7%

Non A3 0 27
Negativo 0 0

Aria
A3 13 1 A3: 13/15, 86,7%

A1: 26/28, 92,9%
Totale: 39/43, 90,7%

Non A3 1 26
Negativo 1 1

Tabella 4. Concordanza diagnostica tra gli esiti del sequenziamento e della caratterizzazione 
tramite pannello di qRT-PCR.

DISCUSSIONE
L’analisi statistica ha permesso di confermare la sostanziale concordanza qualitativa nel rile-
vamento di IBDV tramite campionamento tradizionale (prelievo di borse di Fabrizio) e cam-
pionamento d’aria con aerocollettore, mentre emergono differenze significative nell’impiego 
delle due matrici da un punto di vista quantitativo.
Sebbene la differenza nei valori di Ct osservata tra i campioni d’aria e i pool di borse risulti 
simile per i due test di qRT-PCR, suggerendo un effettivo ruolo della modalità di campiona-
mento, solo il saggio generico ha esibito una correlazione lineare e biologicamente coerente 
tra le due matrici. Il diverso comportamento del test A3-specifico potrebbe essere determina-
to da due fattori principali, quali il numero esiguo di casi in cui entrambe le matrici risultano 
positive a questo test (14 rispetto ai 44 del test generico), tale da ridurre la potenza statistica 
dell’analisi; ed il riscontro di valori di Ct piuttosto elevati nei campioni d’aria (compresi tra 
32,8 e 39,6, media di 37,6), probabilmente prossimi al limite di rilevabilità (limit of detection, 
LoD) della metodica con conseguente perdita di linearità.
Il riscontro di valori di Ct più elevati nelle diverse qRT-PCR effettuate sui campioni d’aria ri-
spetto alle matrici biologiche convenzionali è coerente con quanto indicato dal produttore del 
dispositivo, che nelle istruzioni operative per il laboratorio (Aerocollect, 2024) raccomanda 
di estendere il numero di cicli di amplificazione fino a 50 al fine di incrementare la sensibilità 
analitica partendo dal campione d’aria. Secondo queste indicazioni, l’esecuzione di qPCR 
con un numero standard di cicli di amplificazione (attorno ai 40) potrebbe determinare la 
mancata rilevazioni di campioni d’aria debolmente positivi.
Le discordanze qualitative osservate per entrambi i test, ovvero i casi in cui i campioni di 
borsa di Fabrizio risultano positivi e i corrispondenti campioni di aria negativi, coincidono 
con quei casi in cui i valori di Ct rilevati nelle borse sono relativamente elevati. Il seguente 
dato suggerisce per questi casi una bassa concentrazione di materiale genetico virale rile-
vabile nell’ambiente, e di conseguenza, una ridotta probabilità di ritrovamento mediante il 
campionamento dell’aria.
Il caso 10, in cui il pool di borse è risultato positivo con valori di Ct piuttosto bassi ad entram-
be le analisi (23,3 alla generica e 25,9 alla A3-specifica) a fronte della negatività del corri-
spondente campione d’aria, rappresenta l’unica apparente eccezione a quest’interpretazione, 
la cui spiegazione più probabile è quella di una non ottimale esecuzione del campionamento 
ambientale.
Uno dei principali limiti della ridotta concentrazione di materiale genetico nei campioni 
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d’aria è rappresentato dall’impossibilità di effettuare RT-PCR end-point e il successivo se-
quenziamento su questa matrice, limitando la possibilità di caratterizzazione virale all’uso 
esclusivo di pannelli di qRT-PCR. Nel caso specifico di IBDV, l’informazione fornita dai kit 
commerciali attualmente disponibili in commercio permette di discriminare i ceppi IBDV 
tra ceppi classici (genogruppo A1), very virulent (A3) e ceppi appartenenti al genogruppo 
australiano A7 (Kylt, 2025). Nel contesto europeo, caratterizzato dalla predominante circola-
zione di ceppi riassortanti A3B1, l’impossibilità di caratterizzare il segmento genomico B e 
in particolare la VP1 (se non validando tecniche in-house nei singoli laboratori data l’assenza 
di kit commerciali disponibili) comporta necessariamente una limitazione della caratteriz-
zazione genetica dei ceppi IBDV alla sola analisi del segmento A. Ne consegue che i ceppi 
riassortanti A3B1 vengono classificati come very virulent (A3B2) in base all’appartenenza al 
genogruppo A3, in assenza di informazioni sul segmento B.
Nonostante questo limite, i risultati della caratterizzazione di IBDV tramite il sequenziamen-
to e in base ai risultati del pannello di qRT-PCR appaiono essenzialmente concordi in questo 
studio, con alcune eccezioni da menzionare:

o	 Caso 11: il pool di borse di Fabrizio è risultato positivo sia alla qRT-PCR generi-
ca che alla A3-specifica, mentre il campione d’aria solo alla qRT-PCR generica. Il 
sequenziamento condotto sul pool di borse ha evidenziato la presenza di IBDV ap-
partenente al genogruppo A1 (W2512/1012-like). Questo risultato apparentemente 
discordante tra le due metodiche potrebbe essere attribuibile ad una coinfezione e 
alla compresenza nelle borse testate di due diverse popolazioni virali IBDV, vero-
similmente rappresentate da un ceppo vaccinale ed uno di campo appartenente al 
genogruppo A3. In questo contesto, il virus vaccinale, presumibilmente presente a 
concentrazione più elevata, risulterebbe rilevabile mediante RT-PCR end-point e 
successivo sequenziamento, mentre il ceppo di campo A3, presente a concentrazio-
ne inferiore, verrebbe rilevato esclusivamente mediante qRT-PCR specifica.

o	 Caso 25: il pool di borse di Fabrizio è risultato positivo sia alla qRT-PCR gene-
rica che alla A3-specifica, mentre il campione d’aria è risultato solo positivo alla 
qRT-PCR generica. Il sequenziamento condotto sul pool di borse ha confermato la 
presenza di IBDV appartenente al genogruppo A3. In questo caso, considerando i 
bassi valori di Ct rilevati nel pool di borse, la mancata rilevazione del genogruppo 
A3 riscontrata nel campione d’aria potrebbe essere attribuita alla minore quantità di 
materiale genico virale intercettata con questa tipologia di campionamento.

o	 Caso 33: il pool di borse di Fabrizio è risultato positivo alla qRT-PCR generica e 
negativo alla A3-specifica, mentre il campione d’aria è risultato positivo ad entram-
be le analisi. Il sequenziamento condotto sul pool di borse ha invece evidenziato la 
presenza di IBDV di origine vaccinale appartenente al genogruppo A1. Il seguente 
riscontro potrebbe trovare una spiegazione nella presenza di un ceppo di campo 
circolante nel gruppo e quindi riscontrato tramite il campionamento ambientale, ma 
non presente nelle borse di Fabrizio dei quattro animali campionati.

o	 In alcuni casi, la RT-PCR end-point effettuata sul pool di borse di Fabrizio è venuta 
negativa nonostante la positività riscontrata mediante qRT-PCR sulla stessa matrice 
(sia alla qRT-PCR, sia in alcuni casi anche alla A3-specifica). Tale discrepanza si 
può addurre alla minor sensibilità della RT-PCR end-point rispetto alle soluzioni 
real-time commerciali.
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Approfondendo ulteriormente i risultati del sequenziamento, i ceppi vaccinali identificati 
in questo studio appartengono a quelli impiegati nei vaccini ad immuno-complessi (Win-
terfield 2512 e 1052), oltre ad un paio di ritrovamenti di Faragher 52/70, la cui VP2 è 
espressa in molti vaccini vettorizzati. Se da un lato i vaccini ad immuno-complessi re-
plicano attivamente nella borsa di Fabrizio ed il loro riscontro in quest’organo è atteso, i 
vaccini vettorizzati HVT-IBD non presentano tropismo diretto per quest’organo ed il loro 
riscontro può verificarsi occasionalmente (Ramon et al., 2022; Ingrao et al., 2017). In uno 
di questi casi, la qRT-PCR generica per IBDV ha dato esito positivo sia da borse che da aria 
ed il seguente riscontro sembrerebbe confermare la possibilità di ritrovare anche i vaccini 
vettorizzati nell’ambiente, coerentemente con il ciclo di HVT e la sua replicazione a livello 
di epitelio dei follicoli delle penne (Remy et. al, 2020; Walkden-Brown et al., 2013).
Dal punto di vista epidemiologico, i risultati del seguente studio si allineano a quanto re-
centemente pubblicato da altri autori, individuando nei ceppi IBDV A3B1 clade ITA/RUS/
ME e NWEU le due popolazioni di IBDV di campo attualmente predominanti in Italia 
(Poletto et al., 2026).
L’adozione di una metodica di campionamento ambientale basata sull’impiego dell’aero-
collettore per il monitoraggio di IBDV sembrerebbe dunque fornire dei risultati prometten-
ti; tuttavia è necessario declinare l’impiego del seguente strumento in funzione del contesto 
produttivo oggetto di indagine per comprenderne l’effettiva utilità.
Il monitoraggio ambientale trova valida applicazione nei contesti dove il benessere ani-
male è percepito come un problema importante, piuttosto che in contesti in cui la stretta 
applicazione di misure di biosicurezza limita l’ingresso di personale qualificato all’interno 
degli allevamenti. In questi casi, l’impiego di Aerocollect® si rivela assai utile, grazie anche 
alla semplicità di impiego dello strumento che non necessita di competenze specifiche. 
Ulteriori vantaggi di questa metodica di campionamento, oltre al rispetto del benessere 
animale e la praticità di esecuzione del monitoraggio già citati, includono la possibilità di 
poter sottoporre il medesimo campione d’aria a diverse indagini biomolecolari real-time, 
includendo anche altri patogeni di interesse avicolo oltre ad IBDV. Questo consente di 
indagare lo status sanitario degli animali impiegando un’unica matrice per tutte le analisi. 
Da un punto di vista strettamente laboratoristico, inoltre, il campione d’aria non necessita 
di alcuna estrazione e la sola eluizione del campione è sufficiente per effettuare analisi di 
biologia molecolare, riducendo tempi e costi di analisi.
Questa tecnologia presenta però dei limiti evidenti in termine di caratterizzazione virale e 
potrebbe dunque trovare la sua applicazione ottimale in quei contesti dove il riscontro di 
una semplice positività a IBDV fornisce già un’esauriente risposta a livello diagnostico. 
Un esempio significativo è rappresentato dalla Danimarca, paese dove la vaccinazione 
nei confronti della malattia di Gumboro non è routinaria ed è adottata solo in particolari 
condizioni, principalmente mediante la somministrazione di vaccini vivi attenuati in acqua 
di bevanda, piuttosto che di vaccini vettorizzati HVT-IBD in incubatoio (Olesen et al., 
2018). In questo contesto, caratterizzato da bassa pressione infettiva e da una situazione 
epidemiologica omogenea, la semplice distinzione “positivo/negativo” per IBDV risulta 
efficace sia ai fini del monitoraggio della vaccinazione che nel riscontro di eventuali ceppi 
non vaccinali.
Al contrario, nel panorama italiano e di altri paesi europei dove i ceppi riassortanti A3B1 
rappresentano la popolazione IBDV di campo prevalente (Legnardi et al., 2023) e la vacci-
nazione nei confronti della malattia di Gumboro è routinaria, affidarsi esclusivamente alla 
caratterizzazione del segmento A può fornire un’informazione incompleta e fuorviante se 
non adeguatamente contestualizzata.



172

CONCLUSIONI
La comparazione tra il campionamento tradizionale ed il campionamento dell’aria tramite 
aerocollettore ha evidenziato risultati promettenti nel rilevamento di IBDV negli allevamenti 
avicoli italiani. Nonostante l’evidente necessità di aumentare la numerosità campionaria per 
una valutazione più robusta anche a livello statistico, i risultati preliminari suggeriscono un 
possibile utilizzo complementare del monitoraggio dell’aria piuttosto che sostitutivo dei me-
todi convenzionali per il monitoraggio di IBDV. 
I limiti riscontrati in termini di sensibilità analitica e di capacità di caratterizzazione virale 
tramite campionamento dell’aria possono infatti determinare errori diagnostici e un’inappro-
priata identificazione dei ceppi virali circolanti, soprattutto in contesti quali quello italiano, 
dove la circolazione di ceppi IBDV riassortanti A3B1 è ampiamente documentata. 
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Summary
The epidemiology of avian metapneumovirus (aMPV) in the egg production sector has 
been scarcely investigated so far. This survey aimed at evaluating aMPV circulation in 
pullet and layer farms of an Italian egg-producing company. Although no specific clinical 
signs were reported, aMPV subtype B field strains were detected in less than 10% of the 
samples in various farms, predominantly in layers. Indirect ELISA screening for aMPV 
revealed high seroprevalence in both pullets and layers, indicating extensive aMPV circu-
lation in the egg production sector. However, the lack of clinical signs hampers the direct 
identification of the pathogen. This scenario is in line with the high infectious pressure 
previously reported in broilers in Italy, confirming the possible role of long-lived birds as 
aMPV reservoirs in densely populated poultry areas.

INTRODUZIONE
I dati sull’epidemiologia del metapneumovirus aviare (aMPV) nelle pollastre e nelle gal-
line ovaiole in Italia sono ancora scarsi. aMPV è un virus a singolo filamento di RNA, ap-
partenente alla famiglia Pneumoviridae, genere Metapneumovirus che è stato identificato 
per la prima volta in Sudafrica negli anni ‘70 come agente eziologico della rinotracheite 
del tacchino (Turkey Rhinotracheitis, TRT). aMPV è oggi riconosciuto come uno dei più 
comuni patogeni respiratori anche del pollo, con rilevante impatto economico sull’indu-
stria avicola mondiale [1].
Recentemente, aMPV ha acquisito notevole importanza anche per la comparsa dei sottotipi 
A e B in Nord America, fino a quel momento esente dalla loro circolazione, con conseguen-
ze cliniche e produttive importanti [2-3].
Dal punto di vista clinico, l’infezione da aMPV nei tacchini si manifesta con sintomatolo-
gia respiratoria, caratterizzata da scolo nasale, sinusite infraorbitale, congiuntivite e, nei 
casi più gravi complicati da sovrainfezioni batteriche e da condizioni di allevamento non 
ottimali, può verificarsi mortalità elevata [4]. Nel pollo da carne, aMPV è associato alla 
sindrome della testa gonfia (Swollen Head Syndrome, SHS), mentre nelle ovaiole e nei 
riproduttori la forma respiratoria può essere meno evidente ma si possono manifestare cali 
produttivi significativi e alterazione della qualità delle uova [4].
In Italia, erano inizialmente presenti entrambi i sottotipi principali (A e B), ma negli ultimi 
anni è stata riportata la circolazione del solo sottotipo B [1]. Studi di sieroprevalenza nel 
broiler hanno confermato una grande diffusione di aMPV e la circolazione del patogeno in 
cicli successivi nella stessa azienda [5]. L’impiego della vaccinazione nel controllo dell’in-
fezione non è uniforme; vaccini vivi attenuati vengono storicamente impiegati nel tacchino 
da carne e combinati con vaccini inattivati nei riproduttori e nelle ovaiole, mentre comincia 
ad essere adottata anche nel pollo da carne la vaccinazione con vaccini vivi attenuati [1].
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Questo studio ha avuto l’obiettivo di valutare la circolazione di aMPV in allevamenti di 
pollastre e ovaiole appartenenti a un’azienda italiana produttrice di uova.

MATERIALI E METODI
Sono state coinvolte nello studio varie aziende di una grande filiera italiana di produzione 
di uova. Sono stati raccolti 15 tamponi tracheali e orofaringei e 15 sieri per gruppo di ani-
mali, sia da aziende di pollastre sia da aziende di ovaiole. 
I tamponi sono stati analizzati in pool, processati per l’estrazione degli acidi nucleici con 
il kit QIAamp 96 Virus QIAcube HT Kit (Qiagen, Hilden, Germania) con lo strumento 
QIAcube HT (Qiagen, Hilden, Germania) e analizzato con una metodica RT-PCR mirata 
all’amplificazione di un tratto parziale del gene G [6] con il kit SuperScript™ III Platinum™ 
One-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen™, Waltham, USA) sullo strumento SimpliAmp™ (Ap-
plied Biosystems™, Waltham, USA). Gli amplificati sono stati sottoposti a sequenziamento 
Sanger presso la ditta Macrogen (Milano, Italia) con gli stessi primer usati per l’amplifica-
zione. Le sequenze sono state analizzate per la ricostruzione di un albero filogenetico con 
il software MEGA X [7].
I campioni di sangue sono stati sottoposti a centrifugazione per la separazione del siero, 
che è stato analizzato individualmente per la valutazione degli anticorpi totali per aMPV 
con il kit ART ELISA (Biochek, Reeuwijk, Paesi Bassi).

RISULTATI E DISCUSSIONE
Sono state campionate 54 aziende, di cui 22 aziende di pollastre e 32 aziende di ovaiole, 
per un totale di 161 pool di tamponi orofaringei o tracheali raccolti nei due anni 2024-2025. 
Sebbene non siano stati segnalati segni clinici specifici, in 7 allevamenti su 54 (13%) e nel 
9,3% dei campioni (15/161) sono stati identificati dei ceppi di campo di aMPV, classificati 
tutti come sottotipo B e appartenenti ad un cluster di sequenze italiane.
Lo screening ELISA per aMPV ha rivelato uno scenario diverso: sono stati campionati 91 
gruppi e solo 4 gruppi sono risultati negativi, mentre il restante 95.6% dei gruppi di animali 
ha dimostrato titoli anticorpali elevati.
I risultati evidenziano una circolazione particolarmente diffusa di aMPV, riscontrata sia 
nelle pollastre che nelle ovaiole. I titoli anticorpali hanno tuttavia mostrato una marcata 
eterogeneità, indicativa di una condizione immunitaria disomogenea all’interno dei gruppi. 
Tale variabilità suggerisce che l’esposizione al virus in fase di pollastra non costituisca di 
per sé una garanzia di protezione nelle successive fasi produttive, anche in considerazione 
della composizione eterogenea dei gruppi in deposizione, spesso formati unendo animali 
di diversa provenienza. L’assenza di segni clinici complica inoltre l’identificazione delle 
finestre di campionamento ottimali per la rilevazione diretta di questo patogeno, ma l’ele-
vata sieroprevalenza rivela uno scenario in linea con l’elevata pressione infettiva osservata 
nel Nord e Centro Italia e precedentemente riportata anche nei broiler.

CONCLUSIONI
Questo studio conferma che gli animali a lunga vita possono fungere da importanti serbatoi 
per la persistenza e la circolazione di aMPV nelle aree ad elevata densità di aziende. Per 
quanto spesso nei gruppi non siano evidenti segni clinici, l’impatto della presenza di aMPV 
in fase di deposizione dovrebbe essere indagato sulla base dei dati produttivi del singolo 
gruppo, non sempre facilmente ottenibili. Di conseguenza, dovrebbe essere valutata anche 
la possibile utilità della vaccinazione nell’uniformare la risposta immunitaria dei gruppi, 
soprattutto nell’ottica della protezione in fase di ovodeposizione.
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Summary
Immunosuppressive viral infections remain a major challenge for broiler production because of 
their impact on immune competence, vaccine responsiveness and overall flock health. Within a 
longitudinal monitoring programme carried out in two commercial broiler farms in north-east-
ern Italy, the circulation and pathological relevance of infectious bursal disease virus (IBDV), 
avian reovirus (ARV) and chicken infectious anaemia virus (CIAV) were investigated by inte-
grating molecular detection, genetic characterization and histopathological analyses.
Histopathological examination of collected tissues revealed recurrent lymphoid lesions, mainly 
affecting the bursa of Fabricius, including follicular lymphoid depletion, interstitial thicken-
ing and bursal atrophy of variable severity, particularly in older birds. IBDV was the most 
frequently detected pathogen and phylogenetic analysis identified the frequent circulation of 
very virulent IBDV strains belonging to genotype A3B1, occasionally co-detected with clas-
sical/vaccine-related strains. The detection of A3B1 field strains in vaccinated birds, mainly 
from 28–35 days of age, indicates that the vaccination protocols applied did not fully prevent 
infection or replication of field viruses, although they have contributed to the absence of overt 
clinical disease. ARV strains were detected in both farms and showed marked genetic hetero-
geneity, clustering within different σC genotypic groups across farms, production cycles and 
sampling ages. CIAV was detected sporadically, only in one farm and mainly at the end of the 
production cycle, but its detection in multiple cycles and association with thymic and lymphoid 
changes deserve further investigation on the frequency of introduction of this pathogen in the 
broiler sector and its significance.
Overall, these findings highlight the pathological relevance of subclinical immunosuppressive 
viral infections in broilers and confirm the value of combining longitudinal monitoring, mo-
lecular epidemiology, phylogenetic analysis and histopathology to distinguish incidental viral 
detection from biologically meaningful tissue damage under field conditions.

INTRODUZIONE
L’efficacia della risposta immunitaria è il risultato dell’interazione tra fattori intrinseci dell’o-
spite e fattori ambientali, tra i quali assumono particolare rilevanza gli agenti infettivi in grado 
di indurre immunosoppressione. Nel settore avicolo, diversi virus, tra cui il virus della bursite 
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infettiva (IBDV), il virus dell’anemia infettiva del pollo (CIAV), il virus della malattia di Ma-
rek (MDV) e i reovirus aviari (ARV), sono riconosciuti per la loro capacità di compromettere 
l’efficienza del sistema immunitario attraverso la replicazione nei tessuti linfoidi e l’induzione 
di apoptosi cellulare, con conseguente linfopenia persistente anche dopo la clearance virale 
(Balamurugan & Kataria, 2006; Schat & Skinner, 2022). 
Il presente studio si inserisce in un progetto di monitoraggio longitudinale volto a valutare l’im-
patto degli agenti virali immunosoppressivi in allevamenti di polli da carne localizzati nell’area 
ad elevata densità avicola (DPPA) del Veneto.  L’attività di ricerca ha consentito l’identifica-
zione ripetuta di virus immunosoppressivi in diversi cicli produttivi, fornendo la base per la 
caratterizzazione genetica dei ceppi circolanti. Parallelamente, le indagini istologiche condotte 
su campioni di organi bersaglio hanno evidenziato alterazioni istopatologiche correlabili alla 
presenza degli agenti virali.
Nel complesso, i risultati preliminari documentano una circolazione stabile e ricorrente di virus 
immunosoppressivi negli allevamenti monitorati e ne definiscono il profilo genetico, associata 
a evidenze istopatologiche compatibili con immunodepressione sistemica anche in assenza di 
lesioni macroscopiche evidenti. Questi riscontri sottolineano il ruolo spesso subclinico ma im-
munologicamente rilevante di tali agenti, con potenziale impatto sulle performance produttive 
dei broiler. Le evidenze ottenute rafforzano pertanto la necessità di strategie integrate di sorve-
glianza, controllo e prevenzione per mitigarne gli effetti a livello di allevamento.

MATERIALI E METODI
A partire da agosto 2025 sono stati monitorati due allevamenti di polli da carne (“Allevamento 
1” e “Allevamento 2”) localizzati in provincia di Verona, seguendo cicli produttivi consecutivi. 
In ciascun ciclo sono state campionate 5 carcasse a 14, 21, 28, 35 e 42 giorni di età. Durante 
l’esame necroscopico sono stati prelevati i campioni destinati alle diverse analisi. 
Per le indagini virologiche sono stati raccolti tessuti appartenenti al sistema linfoide (timo, 
milza e borsa di Fabrizio), campioni intestinali (ansa duodenale e tratto intestinale a monte del 
diverticolo di Meckel) e, in presenza di lesioni compatibili con ARV, campioni di tendine del 
gastrocnemio.
Le analisi virologiche sono state eseguite mediante metodiche molecolari standardizzate per 
la rilevazione dei principali virus immunosoppressivi avicoli. In particolare la ricerca di IBDV 
è eseguita da borsa di Fabrizio e milza mediante one-step real-time RT-PCR (rRT-PCR) su 
RNA, con target in regione del gene VP4, adottando un formato multiplex con doppia sonda 
per identificare distintamente virus “classical” e “very virulent”: sonda VIC (IBDV-Classical) e 
sonda FAM (IBDV-Very Virulent). I campioni risultati positivi sono stati sottoposti a caratteriz-
zazione genetica mediante sequenziamento Sanger. Per il virus della bursite infettiva sono state 
analizzate le regioni ipervariabili dei geni VP2 e VP1 (Islam et al., 2021), mentre per il reovirus 
aviare è stata sequenziata una porzione del gene σC (Kovács et al., 2023). Per l’anemia infettiva 
aviare la caratterizzazione genetica e l’analisi filogenetica sono state effettuate sul gene VP1, 
secondo quanto riportato in letteratura (Quaglia et al., 2021).
Le sequenze ottenute sono state utilizzate per l’inferenza filogenetica e l’assegnazione dei cladi 
sulla base di confronti con sequenze di riferimento. Le analisi filogenetiche sono state condotte 
mediante MEGA e IQ-TREE per allineamento e ricostruzione degli alberi. La visualizzazione 
ed annotazione degli alberi sono state effettuate tramite iTOL.
Per le indagini istopatologiche sono stati analizzati i principali organi target, includendo i mede-
simi tessuti linfoidi, con estensione a nervo ischiatico (a 42 giorni) e a intestino, articolazioni e 
tendini in presenza di lesioni macroscopiche, indipendentemente dall’età degli animali. I cam-
pioni, fissati in formalina tamponata al 10% per 72 ore, sono stati processati secondo protocolli 
standard e inclusi in paraffina. Le sezioni sono state colorate con ematossilina-eosina (EE) ed 
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esaminate mediante microscopia ottica. Sono state valutate alterazioni nei principali organi 
bersaglio (timo, milza, borsa di Fabrizio, midollo osseo femorale, nervo ischiatico e intestino), 
includendo deplezione linfocitaria, fenomeni infiammatori, alterazioni vascolari e modificazio-
ni strutturali. Per la borsa di Fabrizio è stato applicato uno score istopatologico da 0 a 5, basato 
su un sistema di grading adattato da Bharathi et al. (2021) riportato in Tabella 1.

Tabella 1. Sistema di grading istopatologico utilizzato per classificare le lesioni a carico della 
borsa di Fabrizio.

Score Descrizione
0 Assenza di lesioni istopatologiche
1 Lieve e diffusa deplezione linfocitaria follicolare, sporadica presenza di ne-

crosi midollare
2 Moderata/grave deplezione linfocitaria follicolare, con ispessimento lieve in-

terstiziale e multifocale necrosi midollare
3 Moderata/grave deplezione linfocitaria follicolare, con ispessimento intersti-

ziale e presenza di cavità cistiche con/senza detriti cellulari a sede follicolare
4 Invaginamento della mucosa di rivestimento con parziale sostituzione dei fol-

licoli da parte della stessa, formazione di cavità cistiche nella mucosa, ispes-
simento interstiziale

5 Alterazione completa della normale architettura dell’organo con invaginamen-
to della mucosa di rivestimento e sostituzione dei follicoli da parte della stessa, 
formazione di cavità cistiche nella mucosa, ispessimento interstiziale

RISULTATI
Ad oggi sono disponibili i dati relativi a tre cicli produttivi consecutivi per ciascuno dei due 
allevamenti monitorati. L’esame istopatologico ha evidenziato un coinvolgimento prevalente 
della borsa di Fabrizio, con lesioni caratterizzate da deplezione linfocitaria follicolare, vacuo-
lizzazione, ispessimento dell’interstizio e atrofia bursale di gravità variabile. Le alterazioni 
moderate-severe (score istologico ≥3) sono state osservate nei soggetti campionati a 35 e 42 
giorni di età (Tabella 2). 

Tabella 2. Distribuzione dei soggetti con punteggio istologico bursale ≥3 per età, allevamen-
to e ciclo produttivo. 

Allevamento 1 Allevamento 2
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

14gg
21gg
28gg 20% 20% 60% 40%
35gg 100% 80% 60%
42gg 80% 40% 40%
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Timo e midollo osseo hanno mostrato alterazioni sporadiche e generalmente di lieve entità, 
mentre la milza presentava frequentemente fenomeni congestizi. A livello intestinale è stata 
osservata prevalentemente enterite catarrale in tutti i cicli produttivi monitorati dei due alle-
vamenti. Inoltre in un ciclo produttivo dell’Allevamento 1 e in due cicli produttivi dell’Al-
levamento 2 sono stati rilevati reperti compatibili con tendinite, sinovite e tenosinovite cro-
nico-attiva. Nessuna alterazione significativa è stata osservata a livello del nervo ischiatico.
IBDV è risultato il patogeno più frequentemente rilevato. Tra i 18 campioni caratterizzati, 
l’analisi filogenetica della regione ipervariabile di VP2 ha evidenziato la circolazione di cep-
pi appartenenti al lineaggio A3 (vvIBDV) e ceppi A1 di tipo classical/vaccinale, mentre le 
sequenze di VP1 risultavano tutte riconducibili a ceppi B1 classical-like (Tabella 2). 

Tabella 3. Positività rilevate per IBDV ed indicazione del genotipo identificato nei campioni 
positivi mediante sequenziamento ed analisi filogenetica. NR: Non rilevato

Allevamento 1 Allevamento 2
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

14gg NR NR NR NR NR NR

21gg NR NR NR NR NR NR

28gg A3B1 A1aB1  NR NR NR A1bB1

35gg A3B1 Co-infezione 
A3-A1aB1 A1aB1 A3B1 A1bB1 A1bB1

42gg A3B1 A3B1 NR A3B1 NR NR

L’analisi filogenetica di ARV, condotta su 13 campioni (10 provenienti da intestino e 3 da ten-
dine), ha mostrato una marcata eterogeneità genetica, con ceppi distribuiti nei principali cluster 
descritti in letteratura. La distribuzione dei cluster variava tra allevamenti e cicli consecutivi, 
indicando la contemporanea circolazione di popolazioni virali geneticamente distinte (Tabella 
2). I campioni provenienti da tendine risultavano frequentemente associati ai quadri infiam-
matori muscoloscheletrici osservati all’esame istologico, in particolare sinovite e tenosinovite.

Tabella 4. Distribuzione dei cluster genotipici di ARV (gene σC) identificati nei campioni 
positivi, per età, allevamento e ciclo produttivo. NR: Non rilevato. Tra parentesi la matrice di 
provenienza dei campioni (I: Intestino, T: tendine).

Allevamento 1 Allevamento 2
Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3 Ciclo 1 Ciclo 2 Ciclo 3

14gg Cluster 3 
(I) NR NR NR NR Cluster 4 

(I)

21gg NR Cluster 1 
(I)

Cluster 1 
(I)

Cluster 2 
(I) NR Cluster 4 

(I)

28gg NR NR Cluster 1 
(T) NR Cluster 1 

(I) NR

35gg Cluster 2 
(I) NR Cluster 1 

(T)
Cluster 2 

(I)
Cluster 1 

(T) NR

42gg NR NR NR NR NR NR
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CIAV è stato rilevato sporadicamente, esclusivamente nell’Allevamento 1, soprattutto nei cam-
pionamenti di fine ciclo. Sebbene la positività molecolare sia risultata limitata, nei soggetti 
positivi sono state osservate occasionali alterazioni timiche e fenomeni di deplezione linfoide 
compatibili con un possibile coinvolgimento del virus nel quadro immunodepressivo.

DISCUSSIONE
I risultati ottenuti documentano la circolazione concomitante di più virus immunodepressivi 
negli allevamenti commerciali di broiler oggetto del monitoraggio. Tra questi, IBDV è risul-
tato il patogeno rilevato con maggiore frequenza. La caratterizzazione genetica ha evidenzia-
to la presenza di ceppi di campo appartenenti al lineaggio A3B1 associato alla variante very 
virulent e già descritto come genotipo dominante nel territorio italiano (Poletto et al., 2026). 
La contestuale identificazione di ceppi di origine vaccinale (genotipi A1a-A1b/B1), osservata 
in particolare nell’Allevamento 1, riflette le pratiche vaccinali adottate nell’allevamento in 
oggetto e indica che la vaccinazione non ha impedito l’infezione o la replicazione di ceppi di 
campo very virulent, pur in assenza di una sintomatologia clinica manifesta o di un aumento 
marcato della mortalità. IBDV non è stato rilevato nei campionamenti precoci a 14 e 21 gior-
ni, mentre le positività compaiono a partire da 28 giorni e risultano più frequenti a 35 giorni, 
con ulteriore persistenza di ceppi A3B1 di campo in alcuni cicli fino a 42 giorni. Questo an-
damento è compatibile con una finestra di suscettibilità che si apre nella seconda metà del ci-
clo produttivo, quando la protezione conferita dagli anticorpi materni e/o dalla vaccinazione 
può non essere sufficiente a prevenire l’infezione di campo, ma può comunque contribuire a 
modulare il fenotipo clinico, limitando la comparsa della forma classica ad elevata mortalità. 
L’associazione tra positività per ceppi vvIBDV e lesioni a carico della Borsa di Fabrizio ri-
sulta fortemente supportata dai dati ottenuti: su 10 casi con punteggio istologico bursale ≥3, 
la presenza di ceppi di campo è stata confermata mediante diagnostica molecolare in 9 casi. 
È stata inoltre rilevata un’unica discordanza in cui la lesione moderata/severa non risultava 
associata ad alcuna positività molecolare, e un caso isolato in cui l’identificazione moleco-
lare di un ceppo di campo non si accompagnava a un punteggio istologico ≥3. Tale danno, 
coinvolgendo prevalentemente i linfociti B, depone per un possibile coinvolgimento della 
componente immunitaria umorale e conferma un ruolo patogenetico dei ceppi A3B1 di IBDV 
anche in assenza di sintomatologia clinica manifesta. Pur essendo noto che, in popolazioni 
vaccinate, un’infezione da vvIBDV non debba necessariamente manifestarsi con il fenotipo 
clinico “classico” ad alta mortalità, i dati ottenuti dimostrano che tale occorrenza non è priva 
di conseguenze sulla competenza immunitaria dell’ospite (Schat & Skinner, 2022).
Anche ARV ha mostrato una circolazione diffusa in entrambi gli allevamenti, con una marca-
ta eterogeneità genetica evidenziata dalla rilevazione di virus appartenenti ai diversi cluster 
descritti in letteratura. La rilevazione del virus è avvenuta a diverse età degli animali senza 
chiare concentrazioni in una determinata fase del ciclo produttivo. Anche all’interno dello 
stesso ciclo produttivo sono stati rilevati virus distinti dal punto di vista genetico suggerendo 
più eventi introduttivi o la contemporanea circolazione di più ceppi virali. Nei due allevamen-
ti, ARV è stato isolato e caratterizzato geneticamente principalmente da campioni intestinali. 
A livello extraintestinale, il virus è stato invece isolato esclusivamente da campioni articolari 
prelevati da soggetti clinicamente affetti in tre distinti momenti di campionamento, in ulterio-
ri due casi non è stato possibile caratterizzare il virus identificato alle metodiche molecolari 
di screening. La caratterizzazione dei ceppi identificati a livello articolare ha evidenziato 
che tutti i campioni provenienti da tendine ricadono all’interno del Cluster 1, suggerendo 
un’associazione tra questo genotipo e lo sviluppo di quadri di tenosinovite di natura virale. 
Coerentemente, tali campioni risultavano frequentemente associati ai quadri infiammato-
ri muscoloscheletrici osservati all’esame istologico, in particolare sinovite e tenosinovite. 
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Maggiore diversità genetica è stata osservata nei campioni isolati a livello enterico e risulta 
difficile interpretarne il ruolo nelle forme di enterite catarrale riscontrate nella maggior parte 
dei soggetti analizzati. Risulta interessante la rilevazione del virus anche a sole due settimane 
di età suggerendo un’esposizione precoce all’interno del ciclo produttivo. Questo, associato 
alla frequenza di rilevazione ed alla diversità genetica riscontrata indica un’elevata pressione 
infettiva ed una situazione epidemiologica complessa per quanto riguarda ARV. In questo 
scenario, la contemporanea presenza di altri virus immunosoppressivi, come IBDV potrebbe 
favorire la persistenza e l’amplificazione di ARV o facilitarne la diffusione extra-intestinale. 
CIAV è stato rilevato solo sporadicamente ed esclusivamente nell’Allevamento 1, soprattutto 
nei campionamenti di fine ciclo. Trattandosi di un agente immunodepressivo che colpisce 
principalmente i precursori ematopoietici e il timo, con effetti generalmente più marcati nei 
soggetti giovani, le infezioni da CIAV acquisite in fasi più tardive del ciclo produttivo tendo-
no verosimilmente a decorrere in forma subclinica o paucisintomatica. Pur rappresentando 
un riscontro meno frequente rispetto a IBDV e ARV nei cicli monitorati, la rilevazione del 
virus in più cicli produttivi mantiene comunque un interesse epidemiologico, in particolare 
ai fini dell’identificazione delle possibili vie di introduzione e persistenza dell’infezione in 
allevamento. La presenza, nei soggetti positivi, di alterazioni timiche e fenomeni di deple-
zione linfoide in assenza di sintomatologia clinica riferibile a CIAV evidenzia il possibile 
contributo del virus a fenomeni immunodepressivi anche in seguito ad introduzioni tardive 
all’interno dell’allevamento.

CONCLUSIONI
Lo studio evidenzia la circolazione ricorrente di IBDV e ARV, e più sporadicamente di CIAV, 
in allevamenti commerciali di broiler localizzati in un’area ad elevata densità avicola del Ve-
neto. In particolare, il riscontro diffuso di ceppi A3B1 di campo, associati alla variante very 
virulent di IBDV, in animali vaccinati e prevalentemente a partire dalla quarta settimana di 
vita, indica che i protocolli vaccinali adottati non hanno impedito completamente l’infezione 
o la replicazione di ceppi di campo. Tuttavia, l’assenza di una sintomatologia clinica manife-
sta o di un aumento marcato della mortalità suggerisce che la vaccinazione possa aver con-
tribuito a modulare l’espressione clinica dell’infezione. La presenza di lesioni anche severe 
a carico del tessuto linfoide bursale in animali vaccinati merita ulteriori approfondimenti, 
in particolare per definire il reale impatto della circolazione di questo genotipo nei broiler 
allevati nell’area considerata. La deplezione linfocitaria associata alle lesioni della borsa di 
Fabrizio, coinvolgendo prevalentemente il comparto B-cellulare, può infatti compromettere 
l’efficienza della risposta umorale, con possibili ripercussioni sull’efficacia degli interventi 
vaccinali nei confronti di altre malattie e, più in generale, sulla suscettibilità degli animali 
ad altri patogeni di interesse per il settore avicolo. Parallelamente, la circolazione di ARV è 
risultata caratterizzata da elevata eterogeneità genetica, dalla rilevazione in diverse fasi del 
ciclo produttivo e dalla presenza di ceppi distinti anche all’interno dello stesso ciclo, confi-
gurando una situazione epidemiologica complessa. Il riscontro di ARV a livello articolare, 
limitato a ceppi appartenenti al Cluster 1 e associato a quadri di sinovite e tenosinovite, sup-
porta inoltre il possibile ruolo di specifiche linee genetiche nello sviluppo di forme articolari 
di natura virale. CIAV, pur rappresentando un reperto meno frequente, è stato rilevato in più 
cicli produttivi e mantiene quindi un interesse epidemiologico, soprattutto ai fini dell’iden-
tificazione delle possibili vie di introduzione e persistenza dell’infezione in allevamento. La 
presenza di alterazioni timiche e fenomeni di deplezione linfoide nei soggetti positivi sug-
gerisce che anche infezioni tardive e subcliniche possano contribuire, seppure in misura più 
limitata rispetto a IBDV e ARV, alla compromissione del sistema linfoide nei broiler dell’area 
oggetto di studio.
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Nel complesso, i dati ottenuti confermano che le infezioni da virus immunodepressivi nei 
broiler possono avere una rilevanza patologica e immunologica anche in assenza di segni 
clinici specifici. L’integrazione di monitoraggio longitudinale, diagnostica molecolare, ca-
ratterizzazione filogenetica e valutazione istopatologica si conferma quindi uno strumento 
essenziale per distinguere la semplice rilevazione molecolare da un effettivo impatto sugli 
organi bersaglio. Tali evidenze forniscono indicazioni utili per l’ottimizzazione delle strate-
gie di sorveglianza, controllo e prevenzione, inclusa la revisione dei protocolli vaccinali, la 
valutazione della finestra di suscettibilità rispetto al decadimento degli anticorpi materni, e il 
rafforzamento delle procedure di gestione e biosicurezza tra cicli produttivi.
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Summary
Avian lymphoid neoplasms pose a significant diagnostic challenge because of the over-
lapping clinical and pathological features associated with avian leukosis virus (ALV), 
Marek’s disease virus (MDV), and reticuloendotheliosis virus (REV) infections. A 
7-month-old ornamental rooster was submitted for necropsy following sudden death. 
Gross examination revealed marked hepatosplenomegaly, bilateral renal enlargement, 
and ocular abnormalities, including anisocoria, iris depigmentation, and thickening, fin-
dings that initially raised suspicion of Marek’s disease. Histopathological examination 
demonstrated diffuse infiltration of multiple organs by medium- to large-sized neoplastic 
lymphoid cells. Immunohistochemistry revealed strong expression of CD45 and PAX5, 
with no expression of CD3, consistent with a B-cell lymphoid neoplasm. Molecular 
analysis showed negative results for MDV by real-time PCR, whereas end-point PCR 
detected ALV sequences compatible with subgroups A–E. The combined morphological, 
immunophenotypic, and molecular findings were most consistent with ALV-associated 
lymphoid leukosis. This case highlights the importance of integrating histopathology, 
immunohistochemistry, and molecular diagnostics for the accurate classification and dif-
ferential diagnosis of avian lymphoid neoplasms, particularly when ocular involvement 
and other gross lesions mimic Marek’s disease.

INTRODUZIONE
La leucosi aviare comprende un gruppo di neoplasie del sistema emopoietico associate 
all’infezione da virus della leucosi aviare (ALV), un retrovirus appartenente al genere 
Alpharetrovirus della famiglia Retroviridae (Regenmortel et al., 2000). La malattia può 
manifestarsi in diverse forme neoplastiche, tra cui eritroblastica, mieloblastica, mieloide 
e linfoblastica; tuttavia, la leucosi linfoide (LL) rappresenta la forma più frequente e di 
maggiore rilevanza epidemiologica negli allevamenti avicoli (Xie et al., 2024). I virus 
della leucosi aviare sono classificati in diversi sottogruppi sulla base delle caratteristiche 
antigeniche delle glicoproteine dell’envelope virale, che ne influenzano il tropismo cel-
lulare, lo spettro d’ospite e i fenomeni di interferenza virale (Venugopal, 1999).
La LL è caratterizzata da un lungo periodo di incubazione, generalmente superiore a 16 
settimane, e interessa prevalentemente soggetti di età superiore a 4–5 mesi. La trasfor-
mazione neoplastica origina dai linfociti B della borsa di Fabrizio e può successivamente 
estendersi a fegato, milza e altri organi viscerali, determinando la formazione di noduli 
bianco-grigiastri di dimensioni variabili. Dal punto di vista istologico, le lesioni sono ca-
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ratterizzate da infiltrati costituiti da una popolazione relativamente monomorfa di cellule 
linfoidi immature (Dunn, 2022).
La diagnosi di LL si basa sull’identificazione delle lesioni macroscopiche e microsco-
piche tipiche, in particolare a carico della borsa di Fabrizio. Tuttavia, in assenza di tali 
alterazioni o in presenza di quadri neoplastici viscerali sovrapponibili, risulta essenziale 
la diagnosi differenziale con altre patologie neoplastiche del pollame, in particolare con 
la malattia di Marek (MDV) e con la reticoloendoteliosi virale (REV), entrambe carat-
terizzate da forme tumorali sistemiche che possono simulare clinicamente e patologica-
mente la LL. 
La malattia di Marek (MDV) è una patologia neoplastica contagiosa del pollo causata da 
un Alfaherpesvirus, caratterizzata da trasformazione dei linfociti T, immunosoppressio-
ne, segni neurologici e tumori viscerali (Davison & Nair, 2004; Tulman et al., 2000; Ka-
boudi et al., 2025). Analogamente, la reticoloendoteliosi virale (REV), causata dal virus 
della reticoloendoteliosi aviare, appartenente alla famiglia Retroviridae, sottofamiglia 
Gammaretrovirinae (Ponnusamy et al. 2024) rappresenta un’ulteriore causa di neoplasie 
linfoproliferative nel pollame, contribuendo alla complessità della diagnosi differenziale 
(Purchase & Witter, 1975). Nei sistemi di allevamento, la co-circolazione di ALV, MDV 
e REV rende spesso difficoltosa la distinzione clinico-patologica tra queste patologie 
(Fadly & Nair, 2008).

MATERIALI E METODI
Esame necroscopico 
Una carcassa di pollo ornamentale (razza olandese ciuffata), maschio, di circa 7 mesi di 
età, è stata conferita per esame necroscopico presso il Laboratorio di Medicina Aviaria 
della sede territoriale di Verona dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie. 
In anamnesi era riportata morte improvvisa.

Esame istopatologico e immunoistochimico
Campioni di milza, fegato, rene e bulbo oculare sono stati prelevati durante la necrosco-
pia, fissati in formalina tamponata al 10% per 48 ore e inviati al Laboratorio di Istopato-
logia dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie per l’analisi istopatologica. 
I campioni fissati sono stati sottoposti a trimming, inclusi in paraffina secondo le pro-
cedure istologiche di routine, sezionati a 4 μm e colorati con ematossilina-eosina (EE).
Oltre alla valutazione istopatologica, i campioni sono stati sottoposti ad indagini immu-
noistochimiche mediante metodica automatizzata utilizzando il sistema Discovery UL-
TRA (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA). A tal fine sono stati impiegati 
anticorpi diretti contro CD3, CD45 e PAX5. I dettagli relativi agli anticorpi utilizzati, 
alle diluizioni, alle procedure di recupero antigenico e ai sistemi di rivelazione sono 
riportati nella Tabella 1.
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Tabella 1. Anticorpi e protocolli utilizzati nelle indagini immunoistochimiche. CC1: Cell 
Conditioning Solution 1, pH 8.4; RT: room temperature; RTU: ready to use.

Anticorpo Origine 
e specificità

Clonalità Recupero 
antigenico

Condizioni 
di incubazione

Sistema 
di rivelazione

CD3 (Agilent) Rabbit 
anti-human

Polyclonal CC1 95°C, 
64 min

1:100
24 min 37°C

Discovery 
OmniMap 

anti-Rabbit HRP,
ChromoMap 

DAB kit

CD45 
(SauthernBiotech)

Mouse 
anti-Chicken

Monoclonal 
(LT40)

CC1 95°C,
40 min

1:40 44 min TA Discovery 
OmniMap 

anti-Mouse HRP,
ChromoMap 

DAB kit

PAX5 (ventana) Rabbit an-
ti-human

Monoclonal 
(SP34)

CC1 95°C, 
64 min

RTU
32 min 37°C

Discovery 
anti-Rabbit HQ, 
Anti-HQ HRP, 
ChromoMap 

DAB kit

Brevemente, sezioni di tessuto fissato in formalina e incluso in paraffina, dello spessore di 
4 μm, sono state allestite su vetrini Superfrost Plus, deparaffinate e sottoposte a recupero 
antigenico mediante trattamento termico. L’immunorivelazione è stata effettuata mediante 
diaminobenzidina (DAB) come cromogeno. Le sezioni sono state successivamente contro-
colorate con ematossilina di Mayer, disidratate e montate per la valutazione microscopica. 
Per ogni anticorpo è stato incluso un campione di tessuto splenico come controllo positivo.

Esame di biologia molecolare
La ricerca del DNA di MDV è stata eseguita presso il Laboratorio di Virologia Specia-
le dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie utilizzando una real-time PCR 
qualitativa descritta da Davidson et al. (2013) che ha come target una regione del fram-
mento BamHI-H del genoma di MDV, target molecolare specifico per MDV. Tale regione 
è caratterizzata da un numero variabile di unità ripetute, la cui espansione è stata associata 
all’attenuazione del virus in seguito a passaggi seriali in coltura cellulare. 
La ricerca dell’RNA di ALV è stata effettuata presso il Laboratorio della sede di Forlì 
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna, me-
diante una PCR end-point secondo il metodo descritto da Smith et al. (1998). La metodica 
si basa sull’utilizzo di un primer comune, denominato H5, situato in una regione conser-
vata del gene pol, condivisa dai sottogruppi virali A-E e J, associato a primer specifici 
posizionati a valle, in grado di determinare la specificità della reazione.
La coppia di primer H5/AD1 permette l’identificazione dei sottogruppi A-E, mentre le 
coppie H5/H2 e H5/H7, entrambe derivate dal gene env (gp85), sono specifiche per il 
sottogruppo J. In particolare, il sistema H5/H2 consente il riconoscimento delle sequenze 
archetipiche associate al ceppo prototipo HPRS-103; al contrario, la coppia H5/H7, pro-
gettata su una regione maggiormente conservata del gene env, permette di rilevare anche 
varianti antigeniche più recenti, caratterizzate da importanti differenze di sequenza rispetto 
al ceppo originario.
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RISULTATI
Esame necroscopico 
All’esame esterno la carcassa presentava uno stato di nutrizione scadente, con grave ipo-
trofia della muscolatura pettorale e deviazione dello sterno. Era evidente una marcata ani-
socoria, con la pupilla destra di diametro irregolare e notevolmente ridotto rispetto alla 
controlaterale, associata a depigmentazione ed ispessimento dell’iride. All’apertura della 
cavità celomatica si rilevava epatosplenomegalia marcata, associata a colorazione disomo-
genea di questi organi per la presenza di multifocali aree biancastre superficiali, estese in 
profondità nel parenchima, e petecchie emorragiche diffuse a livello epatico (Figura 1). I 
reni apparivano bilateralmente aumentati di volume, con colorazione disomogenea, palli-
da, variabile dal rosa al giallastro. Gli ureteri risultavano dilatati e contenenti depositi di 
urati nel lume. Non sono state osservate lesioni macroscopiche a carico degli altri organi.

Figura 1. Lesioni macroscopiche a riscontrate carico di occhio, fegato e milza.

Esame istopatologico e immunoistochimico
Tutti i tessuti esaminati presentavano una grave e diffusa infiltrazione da parte di una popo-
lazione di cellule linfoidi neoplastiche di medio-grandi dimensioni, caratterizzate da nuclei 
rotondi vescicolosi con nucleoli evidenti, prevalentemente singoli. Il citoplasma era scarso 
ed eosinofilo e l’attività mitotica risultava elevata. Il quadro istopatologico era compatibile 
con una neoplasia linfoide a medio-grandi cellule (Figura 2).
Le indagini immunoistochimiche hanno evidenziato una diffusa positività nelle cellule ne-
oplastiche per il marker pan-leucocitario CD45, con pattern membranario, e una marcata e 
diffusa positività nucleare per PAX5, marker associato alla linea B. L’anticorpo CD3, marker 
della linea T, ha evidenziato rari piccoli linfociti T intralesionali e perivasali con positività 
membranaria e citoplasmatica, mentre le cellule neoplastiche sono risultate negative. I reperti 
morfologici e immunofenotipici erano compatibili con un processo linfoproliferativo con 
fenotipo B (Figura 3).
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Figura 3. Quadro immunoistochimico di fegato, rene e bulbo oculare per CD3, CD45 e 
PAX5: (a,b,c) CD3 in fegato (40×), rene (40×) e bulbo oculare (20×); (d,e,f) CD45 in fegato 
(40×), rene (40×) e bulbo oculare (20×); (g,h,i) PAX5 in fegato (40×), rene (20×) e bulbo 
oculare (20×).

Figura 2. Quadro istopatologico di fegato, rene e bulbo oculare colorati con ematossilina-e-
osina (EE): (a,b) fegato (5× e 40×); (c,d) rene (20× e 40×); (e,f) bulbo oculare (2,5× e 40×).
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Esami virologici
Tutti i campioni analizzati sono risultati negativi per la ricerca di DNA di MDV. 
Il campione di milza analizzato è risultato positivo per il virus della leucosi aviare (ALV). I 
prodotti di amplificazione ottenuti mediante PCR sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di 
agarosio al 2%, permettendo la visualizzazione di una banda di circa 300 bp, corrispondente 
al frammento target specifico dei sottogruppi A-E (Figura 4).
Il risultato molecolare ha pertanto confermato la presenza di materiale genetico riconducibile 
ad ALV nel campione esaminato.

Figura 4. Elettroforesi su gel di agarosio dei prodotti di amplificazione mediante PCR end-
point per ALV. La banda a sinistra corrisponde al campione analizzato, mentre la banda a 
destra rappresenta il controllo positivo. Il marker di peso molecolare da 100 bp è presente ai 
lati della corsa elettroforetica. La banda di circa 300 bp osservata nel campione risulta com-
patibile con la presenza di sequenze appartenenti ai sottogruppi A-E di ALV.
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infezioni miste sostenute da questi virus, per i quali risulta necessario il ricorso a metodiche diagnostiche avanzate (Sani 
et al., 2022). La diagnosi presuntiva deve pertanto essere confermata, poiché, come evidenziato nel presente caso, i soli 
dati anamnestici e la distribuzione anatomica delle lesioni possono non essere sufficienti per una corretta definizione 
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Il presente caso evidenzia come la sola valutazione della sede anatomica delle lesioni e del quadro istopatologico possa 
indirizzare verso un sospetto diagnostico non definitivo. L’integrazione tra indagini morfologiche, immunoistochimiche 
e molecolari si è dimostrata fondamentale per la corretta caratterizzazione delle neoplasie linfoidi aviarie, soprattutto in 
presenza di localizzazioni suggestive ma non patognomoniche, come il coinvolgimento oculare osservato. 
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relazione all’età dell’animale e alla distribuzione delle lesioni. In particolare, le lesioni lin-
foproliferative oculari rappresentano un reperto frequentemente descritto nell’infezione da 
MDV (Nair et al., 2020).
L’esame istopatologico ha confermato la natura linfoproliferativa del processo, mentre la 
caratterizzazione immunoistochimica ha evidenziato la positività delle cellule neoplastiche 
per CD45 e PAX5, indicandone l’origine B-cellulare, e la negatività per CD3. Tale profilo 
immunofenotipico, associato alla negatività della PCR per MDV, ha indirizzato il sospetto 
diagnostico verso una neoplasia linfoide di origine B-cellulare, rendendo necessario il con-
fronto con le principali neoplasie linfoidi aviarie di origine virale, in particolare la leucosi lin-
foide (LL) e la reticoloendoteliosi (REV). Quest’ultima può infatti rappresentare un’ ulteriore 
importante differenziale, potendo indurre neoplasie linfoidi con fenotipo variabile, incluse 
forme B-cellulari a carico della borsa di Fabrizio e di altri organi (Nair, 2014). Sebbene i 
reperti morfologici e immunofenotipici consentano di orientare il sospetto diagnostico verso 
una specifica linea cellulare e di restringere il campo delle diagnosi differenziali, la distin-
zione definitiva tra le diverse forme di neoplasia linfoide associate a infezioni virali richiede 
l’impiego di metodiche di biologia molecolare, in grado di identificare e caratterizzare gli 
agenti eziologici coinvolti. Nel presente caso, l’analisi molecolare mediante PCR end-point 
ha evidenziato la presenza di sequenze compatibili con ALV riconducibili ai sottogruppi 
A–E. La metodica impiegata non consente tuttavia di distinguere in maniera assoluta tra 
sequenze virali esogene responsabili di infezione e provirus endogeni integrati nel genoma 
dell’ospite; il dato molecolare è risultato coerente con il quadro anatomo-patologico, istolo-
gico e immunofenotipico osservato. L’integrazione dei dati molecolari con i reperti morfolo-
gici ha pertanto supportato la diagnosi di leucosi linfoide associata ad ALV.

CONCLUSIONE
Il presente caso evidenzia come la sola valutazione della sede anatomica delle lesioni e del 
quadro istopatologico possa indirizzare verso un sospetto diagnostico non definitivo. L’inte-
grazione tra indagini morfologiche, immunoistochimiche e molecolari si è dimostrata fon-
damentale per la corretta caratterizzazione delle neoplasie linfoidi aviarie, soprattutto in pre-
senza di localizzazioni suggestive ma non patognomoniche, come il coinvolgimento oculare 
osservato.
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Summary
Staphylococcus aureus (Sa) is an important bacterial pathogen that causes disease in humans 
and a wide range of animal species, including poultry. In commercial poultry production, Sa 
infections are associated with arthritis, tenosynovitis, osteomyelitis, omphalitis, and acute 
septicemia, leading to sudden mortality, particularly in laying hens. These bacterial diseases 
cause significant economic losses due to increased mortality, higher carcass condemnation 
rates, and greater antimicrobial use. In this study, 28 Sa of chicken origin (broiler breeders, 
broiler chickens, laying hens) were genetically characterized by means of the spa-typing 
and MLST methods. Most isolates (24/28) belonged to spa type t3478, while the remaining 
isolates were classified as t002, t548, t3266, and t16266. MLST analysis revealed that the 
majority of isolates (27/28) belonged to sequence type ST-05, whereas one isolate was iden-
tified as ST130. ST-05 clustered within clonal complex CC5, one of the most widespread 
Sa lineages reported in poultry worldwide. The detection of the ST-05 clone in both broil-
er chickens and breeder flocks across different production chains suggests possible vertical 
transmission from parent stocks and/or the high capacity of these strains to persist in the farm 
environment.

INTRODUZIONE
Staphylococcus aureus (Sa) è un importante patogeno batterico in grado di causare malattia 
nell’uomo e in diverse specie animali, incluse quelle aviari. Nel pollame allevato, le infezio-
ni sostenute da Sa possono portare ad artrosinoviti, tendiniti, osteomieliti, onfaliti e a casi 
di setticemia acuta con mortalità improvvisa nelle galline ovaiole (Andreasen, 2020). Le 
malattie batteriche possono causare ingenti perdite economiche dovute all’aumento della 
mortalità, all’incremento degli scarti al macello e al maggiore consumo di antimicrobici in 
allevamento. Quest’ultimo aspetto è particolarmente rilevante in relazione al noto problema 
delle antimicrobicoresistenze. Per quanto riguarda Sa, sono particolarmente attenzionati i 
ceppi resistenti alla meticillina (MRSA), in quanto associati a resistenze più estese alla classe 
dei beta-lattamici, le cui infezioni, soprattutto in medicina umana, risultano di difficile trat-
tamento. 
La tipizzazione molecolare dei Sa, attraverso metodiche quali spa-typing (tipizzazione della 
proteina A) e MLST (Multi-Locus Sequence Typing), consente di confrontare i differenti 
ceppi batterici per valutazioni epidemiologiche, individuando una o più popolazioni clonali 
all’interno di una o più specie animali ospiti. Attraverso questo studio di caratterizzazione 
molecolare si è voluto indagare aspetti epidemiologici di ceppi clinici di Sa circolanti in alle-
vamenti commerciali di polli da carne, riproduttori pesanti e galline ovaiole. 
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MATERIALI E METODI
Isolati Batterici
Sono stati inclusi nello studio 28 ceppi di Sa isolati da pollo. Le informazioni relative alla 
tipologia produttiva (riproduttore pesante, broiler, gallina ovaiola), all’età e all’allevamento 
d’origine sono riportate nella tabella 1. I ceppi, provenienti da diverse filiere, sono stati isolati 
da campioni patologici, individuati in sede di esame anatomo-patologico, attraverso esame 
batteriologico condotto sui terreni agar sangue, Baird Parker agar ed Eosin Methilen Blue 
agar, incubate a 37 °C in aerobiosi per 24-48 ore. L’identificazione è stata effettuata mediante 
MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Germania) e i ceppi sono stati conservati in 
cryovials a -80°C sino all’esecuzione dei saggi biomolecolari.

Spa-typing
Lo spa-typing rappresenta uno dei principali metodi di caratterizzazione molecolare dei cep-
pi di Sa. Utilizzato per studi epidemiologici dei ceppi MRSA, tale metodica si basa sull’am-
plificazione della regione X polimorfica della proteina A e sull’analisi della sua sequenza 
mediante il software Ridom StaphType. La regione X della proteina A di S. aureus è infatti, 
caratterizzata dalla presenza di ripetizioni di circa 24 pb variabili in sequenza e numero. La 
diversa combinazione di queste ripetizioni determina lo spa-type del ceppo (Harmsen et al., 
2003). 

Multi-Locus Sequence Typing (MLST)
L’MLST è uno dei principali metodi di caratterizzazione molecolare delle specie batteriche. 
Per Sa tale metodica prevede l’amplificazione mediante 7 diverse PCR di una porzione dei 
geni house-keeping aroe, arcc, gmk, glpf, tpi, pta e yqil e l’analisi della loro sequenza me-
diante il sito web http://saureus.mlst.net/. La combinazione degli alleli dei 7 geni fornisce il 
sequence type (ST) del ceppo (Enright et al., 2000).
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RISULTATI E DISCUSSIONE
I risultati sono riassunti in Tabella 1.

Tabella1. Caratteristiche dei gruppi da cui sono stati isolati i ceppi inclusi nello studio e 
risultati ottenuti mediante Spa-typing e MLST.
*TTM: tibio-tarso-metatarsale

N° Tip. Produttiva Età (giorni) Sito isolamento Allev. Spa-type MLST
1 pollo riproduttore 1 sacco vitellino A t3478 ST-05
2 pollo carne 4 sacco vitellino B t3478 ST-05
3 pollo riproduttore 175 articolazione TTM* C t3478 ST-05
4 pollo riproduttore 14 articolazione TTM A t3478 ST-05
5 pollo riproduttore 63 articolazione TTM D t3478 ST-05
6 pollo carne 3 sacco vitellino E t3478 ST-05
7 pollo riproduttore 98 articolazione TTM D t3478 ST-05
8 pollo riproduttore 70 articolazione TTM F t3478 ST-05
9 gallina ovaiola ND milza G t002 ST-05
10 pollo carne 3 sacco aereo H t3478 ST-05
11 pollo carne 8 cervello I t3478 ST-05
12 pollo carne 4 sacco vitellino L t548 ST-05
13 pollo carne 4 sacco vitellino M t3478 ST-05
14 pollo carne 3 proventricolo N t3266 ST-130
15 pollo riproduttore 84 articolazione TTM O t3478 ST-05
16 pollo riproduttore 1 sacco vitellino P t3478 ST-05
17 pollo riproduttore 12 articolazione TTM Q t3478 ST-05
18 pollo carne 4 sacco vitellino R t3478 ST-05
19 pollo riproduttore 77 articolazione TTM S t3478 ST-05
20 pollo riproduttore 19 articolazione TTM T t3478 ST-05
21 pollo riproduttore 1 sacco vitellino Y t3478 ST-05
22 pollo riproduttore 14 articolazione TTM F t3478 ST-05
23 pollo riproduttore 40 articolazione TTM T t3478 ST-05
24 pollo carne 7 sacco vitellino U t16266 ST-05
25 pollo riproduttore 24 articolazione TTM O t3478 ST-05
26 pollo carne 20 articolazione TTM W t3478 ST-05
27 pollo carne 4 sacco vitellino Z t3478 ST-05
28 pollo riproduttore 70 articolazione TTM A t3478 ST-05
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Ventiquattro ceppi sono risultati spa-type t3478 mentre i rimanenti 4 sono risultati apparte-
nere a 4 differenti spa-type (t002, t548, t3266 e t16266). L’analisi MLST ha evidenziato che 
la quasi totalità dei ceppi (27/28) apparteneva al sequence type ST-05: un ST che raggruppa 
anche ceppi con differenti spa-type (t3478, t002, t548 e t16266). Un solo ceppo è risultato 
essere t3266/ST-130. I nostri risultati dimostrano la circolazione trasversale in Italia, tra di-
verse filiere e comparti, di Spa-type diversi da quelli riportati nei pochi e datati studi condotti 
a livello europeo in Polonia e Germania (Bystroń et al., 2010; Monecke et al. 2013). Tuttavia, 
già in questi studi, era stata rilevata la presenza dello Spa-type t002.
In due allevamenti di polli riproduttori (“A” e “D”) il clone t3478/ST-05 è stato isolato ri-
petutamente nello stesso ciclo produttivo. In particolare, in “A” questo clone è stato isolato 
una volta dal sacco vitellino e successivamente dalle articolazioni tibio-tarso-metatarsali, 
mentre in “D” è stato ritrovato due volte (a 63 e 98 gg) nelle articolazioni del garretto. Un 
altro aspetto saliente è che nell’allevamento “A”, così come negli allevamenti “F” e “O”, lo 
stesso clone è stato rinvenuto in cicli produttivi successivi. 
L’isolamento di Sa da sacco vitellino in polli riproduttori è avvenuto negli allevamenti “A”, 
“P” e “Y”.
Nei polli da carne, il clone t3478/ST-05 è stato isolato da sacco vitellino, sacchi aerei e cervello.
Questo dimostra la mancanza di un tropismo particolare di questo clone per un apparato e 
la capacità di causare malattia in diversi distretti, raggiunti anche presumibilmente per via 
ematogena, come cervello e milza.
Infine, l’unico isolato del clone t3478/ST-05 in riproduttori in fase di deposizione “C” non è 
epidemiologicamente correlabile ai polli da carne “E”, “R”, “W” e “Z”.
L’elevata diffusione di questo clone presente trasversalmente nel comparto del pollo com-
merciale, potrebbe essere legata alla capacità di questi ceppi, una volta entrati in allevamen-
to, di permanere nell’ambiente e/o di essere trasmessi verticalmente da gruppi parentali e/o 
gran-parentali portatori di questi ceppi “epidemici”. Il suo ritrovamento, anche nel sacco 
vitellino di riproduttori di 1 giorno, fa ritenere una sua possibile presenza anche nei gruppi 
gran-parentali.
Non sappiamo se la capacità di causare malattia di questo ceppo sia collegabile a fattori di 
virulenza particolari, non ancora indagati, oppure alla simultanea azione di fattori predispo-
nenti di natura infettiva (es. reovirus) o ambientale (es. traumatismi). 
Monecke e colleghi (2013) hanno caratterizzato ceppi isolati da tacchini, polli da carne e gal-
line ovaiole, evidenziando che i ceppi isolati dalla specie Gallus gallus sono per la maggior 
parte ST-05 (44/51 isolati) e tutti erano mecA negativi (ceppi sensibili alla meticillina, non 
MRSA). Bystoń e colleghi (2010) hanno caratterizzato, mediante spa-typing, 42 ceppi isolati 
da polli riproduttori, galline ovaiole, tacchini e oche. Gran parte dei ceppi isolati da polli 
riproduttori e ovaiole era t002 (18/33 isolati).
Da un punto di vista filogenetico, Sa è considerato un patogeno batterico che primariamente 
ha colonizzato l’uomo e, successivamente, diverse specie animali, a seguito di eventi di 
host-switching in cui Sa si è adattato ai nuovi ospiti mediante l’acquisizione e/o la perdita di 
elementi genetici mobili (MGE). I contatti ravvicinati tra l’uomo e gli animali hanno facilita-
to gli eventi di host-switching, in particolare la domesticazione degli animali e l’industrializ-
zazione della zootecnia (Haag et al., 2019). L’abilità di adattamento di Sa è legata all’enorme 
proporzione di MGE nel suo genoma e alla sua capacità di scambio attraverso contatti con 
l’ambiente. I ceppi ST-05 sono quelli che più frequentemente causano malattia nelle specie 
avicole (Haag et al, 2019). Pare che questi ceppi siano il risultato di adattamenti di ceppi 
umani alle specie avicole, come la capacità di crescere a 42°C (associata a 2 geni presenti nei 
ceppi avicoli, SAAV_0062 e SAAV_0064) e una maggiore emolisi su piastre agar addiziona-
te con sangue di pollo (Murray et al., 2017). 
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CONCLUSIONI
A conoscenza degli autori, questo è il primo lavoro di caratterizzazione molecolare dei ceppi 
di Sa isolati da pollo in Italia, che andrà esteso aumentando la collezione di ceppi caratteriz-
zati. I risultati dimostrano l’elevata diffusione del clone t3478/ST-05 sia negli allevamenti 
di polli riproduttori sia in quelli di polli da carne appartenenti a diverse filiere commerciali. 
Questi dati ottenuti possono essere utilizzati per pianificare strategie di controllo delle infe-
zioni da Sa negli allevamenti di polli da carne, di riproduttori pesanti e di galline ovaiole.
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Summary
Infectious bursal disease virus (IBDV) is a major pathogen of poultry, causing immuno-
suppression and significant economic losses worldwide. IBDV exhibits extensive genetic 
diversity driven by mutation and genome reassortment. In recent years, reassortant strains 
belonging to genotype A3B1, first identified in Northwestern Europe in 2017, have rapidly 
spread across several European countries. Until recently, Italy appeared to be characterized 
by the exclusive circulation of a distinct A3B1 clade related to Russian and Middle Eastern 
strains (ITA/RUS/ME). However, the recent emergence of Northwestern European reassor-
tants has raised concerns regarding their epidemiological impact. This study provides an 
updated overview of IBDV molecular epidemiology in Italy based on the analysis of 256 
bursal samples collected from broiler farms between March 2023 and January 2025. Mo-
lecular detection and phylogenetic characterization were performed targeting both VP2 and 
VP1 genes, as previously described. Field strains were detected in 38% of samples (97), 
vaccine strains in 17% (43), and 45% tested negative (116). Among field strains, 47% (46) 
were classified as Northwestern European reassortants, while 52% (50) belonged to the ITA/
RUS/ME clade. One sample showed evidence of reassortment or co-infection between field 
and vaccine strains. Following their first detection in December 2023, in Italy, Northwestern 
European reassortants rapidly spread across major poultry-producing regions, suggesting a 
possible epidemiological advantage, as already observed in other European countries. These 
findings highlight the dynamic nature of IBDV evolution and emphasize the need for contin-
uous molecular surveillance and updated control strategies.

INTRODUZIONE
La bursite infettiva (IBD), nota anche come malattia di Gumboro, è una patologia virale 
altamente contagiosa che colpisce soprattutto i polli giovani tra le 2 e le 6 settimane di età. 
Rappresenta una delle principali problematiche sanitarie per l’industria avicola globale a 
causa delle significative perdite economiche dirette e indirette associate all’infezione (Eter-
radossi & Saif, 2019). L’agente eziologico, il virus della bursite infettiva (IBDV), mostra 
un marcato tropismo per la borsa di Fabrizio, un organo linfatico primario essenziale per lo 
sviluppo e la maturazione dei linfociti B. Il danno a questo organo comporta immunosoppres-
sione, rendendo gli animali più suscettibili a infezioni secondarie, riducendo le performance 
produttive e compromettendo l’efficacia dei programmi vaccinali (Eterradossi & Saif, 2019). 
Dal punto di vista clinico, la malattia può manifestarsi con segni aspecifici quali depressione, 
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piumaggio arruffato, anoressia e disidratazione, spesso associati a lesioni macroscopiche a 
carico della borsa di Fabrizio e a emorragie nei muscoli di cosce e petto. Tuttavia, alcune 
varianti virali possono determinare infezioni subcliniche, rendendo più complessa l’iden-
tificazione dei focolai sulla base dei soli segni clinici (Mató et al., 2020). IBDV appartiene 
alla famiglia Birnaviridae, genere Avibirnavirus, ed è caratterizzato da un genoma a RNA a 
doppio filamento suddiviso in due segmenti, A e B. Il segmento A codifica diverse proteine, 
tra cui la proteina capsidica VP2, principale determinante antigenico del virus, la protei-
na scaffold VP3, la proteasi VP4 e la proteina non strutturale VP5; il segmento B codifica 
invece la RNA polimerasi RNA-dipendente VP1 (Zhang et al., 2022). IBDV è classificato 
in due sierotipi: il sierotipo 1, patogeno, e il sierotipo 2, generalmente avirulento. I ceppi 
appartenenti al sierotipo 1 sono stati storicamente suddivisi in ceppi classici, varianti e very 
virulent, sulla base delle loro caratteristiche antigeniche e della patogenicità. I ceppi classici, 
descritti per la prima volta negli anni ’60 (Cosgrove, 1962), sono associati a quadri clinici 
tipici; i ceppi varianti presentano differenze antigeniche rilevanti e sono spesso responsabili 
di infezioni subcliniche; i ceppi very virulent causano invece forme più gravi della malat-
tia, caratterizzate da elevata mortalità (Eterradossi & Saif, 2019). Come altri virus a RNA, 
IBDV è soggetto a un’elevata variabilità genetica dovuta a mutazioni puntiformi e deriva 
antigenica, che rappresentano una sfida significativa per il controllo della malattia (Zhang et 
al., 2022). In particolare, mutazioni nella regione ipervariabile della proteina VP2 possono 
modificare i principali epitopi antigenici, favorendo l’evasione della risposta immunitaria e 
riducendo l’efficacia dei vaccini (Jackwood & Sommer-Wagner, 2007). A ciò si aggiunge la 
capacità del virus di andare incontro a riassortimento genetico tra i due segmenti genomici, 
un meccanismo evolutivo che contribuisce all’emergere di nuovi genotipi e aumenta ulte-
riormente la complessità epidemiologica dell’infezione (He et al., 2016; Mató et al., 2020). 
Negli ultimi anni, l’introduzione di sistemi di classificazione basati sulla filogenesi ha con-
sentito una caratterizzazione più accurata della diversità genetica di IBDV. In particolare, il 
sistema proposto da Islam et al. (2021) ha identificato diversi genogruppi a livello dei geni 
VP2 (A0–A8) e VP1 (B1–B5), successivamente ampliati con l’aggiunta di ulteriori genotipi, 
come A9 (Legnardi et al., 2022). La combinazione di questi genogruppi consente di definire 
genotipi compositi (es. A1B1, A2B1, A3B2…), migliorando la comprensione delle relazioni 
evolutive tra i ceppi virali. L’analisi combinata di VP2 e VP1 è particolarmente rilevante 
sia per il loro ruolo nella determinazione dell’antigenicità e della patogenicità (Letzel et 
al., 2007; Escaffre et al., 2013), sia per la possibilità di individuare eventi di riassortimento 
tra segmenti genomici differenti (Mató et al., 2020; He et al., 2016). Nel contesto europeo, 
questi approcci hanno permesso di identificare un importante cambiamento epidemiologico 
associato all’emergere dei riassortanti dell’Europa nord-occidentale (NW EU), appartenenti 
al genotipo A3B1. Questi ceppi, rilevati per la prima volta nel 2017, si sono rapidamen-
te diffusi in numerosi paesi europei, diventando frequentemente predominanti (Mató et al., 
2020; Mató et al., 2022; Legnardi et al., 2023; Pikuła et al., 2023; Reddy et al., 2024). Essi 
derivano da eventi di riassortimento tra ceppi attenuati classici e ceppi very virulent e sono 
stati associati sia sperimentalmente sia in condizioni di campo a infezioni subcliniche, ren-
dendo più difficile la loro individuazione basata esclusivamente sui segni clinici. Nonostante 
ciò, il loro potenziale immunosoppressivo rappresenta un fattore di rischio rilevante per la 
salute degli allevamenti (Mató et al., 2020). Nel panorama epidemiologico europeo, l’Italia 
ha rappresentato per lungo tempo un caso peculiare, caratterizzato dall’assenza apparente dei 
riassortanti NW EU e dalla presenza di un distinto clade A3B1 correlato a ceppi identificati 
in Russia, Kazakistan e in diversi paesi del Medio Oriente (Michel & Jackwood, 2017; Le-
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gnardi et al., 2023). Le ragioni alla base di questa distribuzione differenziale non sono ancora 
completamente chiarite e rappresentano un importante ambito di indagine. Alla luce di queste 
premesse, il presente studio si propone di analizzare l’evoluzione recente dell’epidemiologia 
di IBDV in Italia, documentando l’introduzione dei riassortanti NW EU e descrivendo le 
dinamiche di co-circolazione con la clade autoctono A3B1.

MATERIALI E METODI
Raccolta dei campioni
Il presente studio si basa sui risultati diagnostici ottenuti da campioni raccolti nell’ambito 
di attività di monitoraggio routinario effettuate in allevamenti italiani di polli da carne nel 
periodo compreso tra marzo 2023 e gennaio 2025. È stata adottata una strategia di campiona-
mento di convenienza, in quanto la raccolta dei campioni è avvenuta in base alla disponibilità 
delle aziende private. In totale, sono stati considerati 256 allevamenti appartenenti a diverse 
filiere produttive. In ciascuna azienda è stato raccolto un campione costituito da pool di borse 
di Fabrizio, conferite tal quale oppure impresse su FTA™ card (GE Healthcare UK Limited, 
Amersham, Regno Unito). Gli allevamenti erano localizzati in diverse regioni italiane ad alta 
densità avicola, in particolare Emilia-Romagna (99), Veneto (75), Marche (37), Lombardia 
(21), Umbria (11), Lazio (11) e Piemonte (2). L’età degli animali al momento del campio-
namento era compresa tra 18 e 59 giorni, con una media di 35,4 giorni. Per quanto riguarda 
i protocolli vaccinali, 157 allevamenti erano stati vaccinati con vaccini vettorizzati, 35 con 
vaccini a immunocomplessi, 3 con vaccini vivi attenuati, mentre un gruppo era stato sottopo-
sto a una combinazione di vaccini vettorizzati e vivi. Tre allevamenti non erano stati vaccina-
ti, mentre per 57 aziende non erano disponibili informazioni relative al protocollo vaccinale 
adottato. Le informazioni cliniche erano disponibili per 112 allevamenti su 256. Le principali 
manifestazioni osservate includevano enterite, zoppia, piumaggio arruffato, deformità e co-
libacillosi, oltre a segni aspecifici quali scarso accrescimento. Nei restanti allevamenti non 
sono stati riportati sintomi oppure non erano disponibili informazioni sulla sintomatologia.
Processazione dei campioni ed estrazione degli acidi nucleici
Le analisi molecolari sono state condotte presso il Laboratorio di Biotecnologie e Malattie 
Infettive del Dipartimento MAPS dell’Università di Padova (Legnaro, Italia) e presso il La-
boratorio di Biologia Molecolare del Servizio di Patologia Aviare del Dipartimento di Scien-
ze Mediche Veterinarie dell’Università di Bologna (Ozzano dell’Emilia, Italia). Le impronte 
di borsa su FTA™ card sono state trattate mediante eluizione di frammenti di circa 5 mm² in 1 
ml di soluzione tampone PBS 1×, mentre i campioni di organo sono stati omogeneizzati in 3 
ml della stessa soluzione. I campioni sono stati vortexati e successivamente sottoposti a estra-
zione degli acidi nucleici utilizzando il kit High Pure (Roche, Basilea, Svizzera), seguendo le 
istruzioni del produttore. Gli eluati e gli acidi nucleici estratti sono stati conservati a −80 °C 
per tutta la durata dello studio.
Analisi molecolari
Le analisi dei geni VP2 e VP1 sono state eseguite mediante RT-PCR utilizzando il kit Su-
perScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitro-
gen™, Waltham, MA, USA). Per l’amplificazione della regione ipervariabile del gene VP2 
sono stati utilizzati i primer 743-1 (5’-GCCCAGAGTCTACACCAT-3′) e 743-2 (5’-CCCG-
GATTATGTCTGA-3′) (Jackwood & Sommer-Wagner, 2005), mentre per il sequenziamen-
to parziale del gene VP1 sono stati impiegati i primer B-Univ-F (5’-AATGAGGAGTAT-
GAGACCGA-3’) e B-Univ-R (5’-CCTTCTCTAGGTCAATTGAGTACC-3’) (Islam et al., 
2012). L’amplificazione del gene VP1 è stata effettuata esclusivamente sui campioni risultati 
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positivi per ceppi di campo nelle analisi preliminari. I prodotti di amplificazione positivi sono 
stati sottoposti a sequenziamento Sanger presso il Macrogen Europe Milan Genome Center 
(Milano, Italia), utilizzando gli stessi primer impiegati per la RT-PCR. I cromatogrammi 
ottenuti sono stati analizzati e rifiniti mediante il software FinchTV (Geospiza, Inc., Seattle, 
WA, USA), mentre le sequenze consenso sono state assemblate utilizzando ChromasPro (Te-
chnelysium Pty Ltd, Helensvale, QLD, Australia).
Analisi filogenetiche
Sono stati costruiti due dataset distinti, uno per ciascun segmento genomico (VP2 e VP1), in-
tegrando le sequenze ottenute con ceppi di riferimento rappresentativi dei diversi genogruppi 
descritti in letteratura secondo la classificazione di Islam et al. (2021). Le sequenze sono state 
allineate mediante l’algoritmo MUSCLE implementato nel software MEGA 12 (Kumar et 
al., 2024). Le analisi filogenetiche sono state condotte utilizzando il metodo della massima 
verosimiglianza (Maximum Likelihood), applicando il modello di sostituzione nucleotidica 
con il miglior punteggio secondo il criterio BIC (Bayesian Information Criterion) e utilizzan-
do un approccio di bootstrapping adattivo con soglia del 5%. Gli alberi filogenetici ottenuti 
sono stati esportati in formato Newick e successivamente visualizzati e modificati mediante 
il software online Interactive Tree Of Life (iTOL) (Letunic & Bork, 2021).
Analisi statistiche
Il test del chi-quadro è stato utilizzato per valutare eventuali differenze nei risultati, clas-
sificati come positivi per ceppi di campo o positivi per ceppi vaccinali. L’analisi è stata 
condotta utilizzando il software R (R Core Team, 2024), impostando il livello di significa-
tività a P < 0,05.

RISULTATI
L’analisi molecolare condotta su campioni raccolti tra il 2023 e il 2025 ha permesso di ag-
giornare il quadro epidemiologico relativo alla circolazione dei virus della bursite infettiva 
(IBDV) nel territorio nazionale. Dei 256 campioni analizzati, 97 (38%) sono risultati positivi 
per ceppi di campo, 43 (17%) per ceppi vaccinali e 116 (45%) negativi. Sulla base dell’analisi 
filogenetica (Figura1), tutti i ceppi di campo appartenevano al genotipo A3B1 e sono stati 
suddivisi in due gruppi principali: riassortanti NW EU (47%) e ceppi appartenenti alla clade 
ITA/RUS/ME (52%). Un singolo campione (B019) ha mostrato caratteristiche discordanti: il 
gene VP2 risultava compatibile con la clade ITA/RUS/ME, ma la VP1 risultava compatibile 
con il vaccino a immunocomplessi somministrato, suggerendo una coinfezione o un evento di 
riassortimento. Il primo rilevamento dei riassortanti NW EU è avvenuto nel dicembre 2023, 
in Emilia-Romagna, seguito da una rapida diffusione nelle principali regioni avicole italiane, 
con particolare coinvolgimento del Nord Italia. Questi ceppi si sono diffusi in Emilia-Roma-
gna (12), Lombardia (10), Umbria (1) e soprattutto in Veneto (23). La clade ITA/RUS/ME, 
invece, è stata rilevata lungo l’intero arco dello studio in Emilia-Romagna (31), Lazio (1), 
Lombardia (2), Marche (2), Piemonte (1) e Veneto (14) (Figura 2). Le analisi hanno inoltre 
evidenziato una distribuzione eterogenea dei risultati in funzione del protocollo vaccinale: 
dei tre allevamenti non vaccinati, due sono risultati negativi e uno positivo a un ceppo di 
campo. Tutti e tre gli allevamenti vaccinati con un vaccino vivo sono risultati positivi ai cep-
pi di campo, mentre l’allevamento vaccinato con una combinazione di vaccini vettorizzati 
e vivi è risultato negativo. Tra le 35 aziende vaccinate con vaccini a immunocomplessi, 10 
sono risultate negative, 14 positive a ceppi vaccinali e 11 positive a ceppi di campo. Anche 
i 157 allevamenti vaccinati con vaccini vettorizzati hanno mostrato risultati diversi: 75 sono 
risultate negative, 10 positive a ceppi vaccinali e 72 positive a ceppi di campo (Figura 3).
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Figura 1. Alberi filogenetici che mostrano le relazioni tra i virus isolati sul campo e se-
quenziati, contrassegnati con colori diversi a seconda dell’azienda avicola di provenienza, e 
sequenze rappresentative dei genogruppi del segmento A e del segmento B.
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DISCUSSIONE
I risultati dell’indagine evidenziano un quadro epidemiologico dinamico e in rapida evolu-
zione, caratterizzato dalla co-circolazione di ceppi appartenenti alla clade ITA/RUS/ME e 
di ceppi riassortanti NW EU. Il primo rilevamento di questi ultimi è avvenuto nel dicembre 
2023, indicando una recente introduzione sul territorio nazionale. Nonostante la nota strut-
tura altamente integrata del settore avicolo italiano, tale evento suggerisce una diffusione 
virale efficace anche tra realtà produttive differenti, in linea con quanto osservato per altri 
patogeni (Franzo et al., 2020). Sebbene l’ingresso dei riassortanti NW EU in Italia sia av-
venuto più tardivamente rispetto ad altri Paesi europei, questi ceppi hanno mostrato una 
rapida capacità di diffusione, diventando progressivamente predominanti rispetto ai ceppi 
autoctoni. Tuttavia, contrariamente a quanto ipotizzato in precedenza, tale sostituzione non 
sembra essere stata accompagnata da un incremento della pressione infettiva, che è rimasta 
sostanzialmente stabile nel tempo. Questo dato suggerisce una maggiore fitness epidemiolo-
gica dei riassortanti NW EU, in grado di competere efficacemente con i ceppi già circolanti 
senza determinare un aumento complessivo dell’infezione, come già riportato in altri contesti 
geografici (Legnardi et al., 2023; Legnardi et al., 2024a). Nonostante ciò, la clade ITA/RUS/
ME, presente in Italia da diversi anni, continua a co-circolare negli stessi areali produttivi. 
Dal punto di vista clinico, entrambe le tipologie di ceppi di campo sembrano essere preva-
lentemente associate a infezioni subcliniche, come suggerito dalla frequente assenza di segni 
clinici evidenti negli allevamenti campionati. Questa caratteristica è stata confermata speri-
mentalmente per i riassortanti NW EU, che risultano comunque in grado di indurre effetti 
immunosoppressivi rilevanti (Mató et al., 2020). Dal punto di vista diagnostico e gestionale, 
questi risultati evidenziano diverse criticità. In primo luogo, emerge l’importanza di analiz-
zare entrambi i segmenti genomici (VP2 e VP1) per una corretta caratterizzazione dei ceppi 
virali e per l’identificazione di eventuali eventi di riassortimento. Inoltre, i dati sottolineano 
la necessità di adottare programmi di monitoraggio routinario, non limitati ai soli casi con 
sospetto clinico, al fine di intercettare precocemente la circolazione virale. Infine, anche la 
strategia vaccinale rappresenta un elemento da considerare nell’interpretazione dei risultati 
diagnostici. I vaccini vivi e a immunocomplessi, replicando a livello della borsa di Fabrizio, 
risultano più facilmente rilevabili rispetto ai vaccini vettorizzati, che non dipendono dalla 
colonizzazione di questo organo (Ramon et al., 2022). Tuttavia, non sono state evidenziate 
differenze significative in termini di efficacia protettiva nei confronti dei ceppi di campo 
attualmente circolanti in Italia (Legnardi et al., 2024b).
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Figura 2. Distribuzione dei ceppi di campo rilevati a livello provinciale. L’area della mappa 
principale è evidenziata nel riquadro che mostra la distribuzione della popolazione avicola 
(espressa in numero di polli per pixel) secondo il dataset Gridded Livestock of the World 4 
(GLW4) (Wisser & Cinardi, 2024).

Figura 3. Risultati delle analisi molecolari raggruppati in base al protocollo di vaccinazione 
somministrato.
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CONCLUSIONI
Il presente studio fornisce un quadro aggiornato e dettagliato della situazione epidemio-
logica di IBDV in Italia, evidenziando il recente ingresso e la rapida diffusione dei ceppi 
riassortanti NW EU nel comparto del pollo da carne, che risultano attualmente predomi-
nanti rispetto ai ceppi precedentemente circolanti. Tuttavia, tale cambiamento non sembra 
essere associato a un aumento della pressione infettiva complessiva, suggerendo piutto-
sto un fenomeno di sostituzione competitiva tra ceppi virali. Questi risultati sottolineano 
l’importanza di adottare strategie diagnostiche e di controllo basate su un monitoraggio 
molecolare continuo e aggiornato secondo i più recenti criteri di classificazione, al fine 
di identificare tempestivamente i ceppi circolanti e comprenderne le dinamiche evolutive. 
Considerati gli effetti immunosoppressivi documentati per questa tipologia di virus, risulta 
comunque fondamentale rafforzare la sorveglianza sanitaria per valutare il loro impatto su 
infezioni secondarie, performance produttive e stato sanitario complessivo degli alleva-
menti. Nel complesso, i dati ottenuti rappresentano un importante strumento sia conosciti-
vo sia applicativo per migliorare la gestione della malattia, contribuendo ad aumentare la 
consapevolezza sulle implicazioni dell’immunosoppressione indotta da IBDV, una proble-
matica che rimane tuttora sottostimata a livello nazionale e internazionale.
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