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Summary: A Survey on Avian Pneumovirus (APV) infection in Italy is reported. Nine turkey meat farms and 6 broiler farms, sited
in Verona Province, were sampled for virus isolation on tracheal organ coltures and ELISA serological assay. APV infection was
found to be widely spread in the area sampled. APV was isolated in 19 day old turkeys, and in 34, 42 and 48 day old broilers. All
turkeys of more than 4 weeks old were APV positive to ELISA. The protocol for APV isolation was shown to be effective. Further

developments are discussed.
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Introduzione

L'isolamento in ltalia di Pneumovirus aviari (APV),
agenti responsabili della Rinotracheite del Tacchino
(TRT) e coinvolti nella eziologia della Sindrome della
Testa Gonfia del Pollo (SHS), risale alla fine degli anni
'80 (4; Franciosi C., comunicazione personale). Da
allora sia la TRT sia la SHS sono state evidenziate
sierologicamente (5,8) e positivita anticorpali sono
state riscontrate anche in fagiani allevati e a vita libera
(2). Dal 1990 non sono stati descritti in Italia ulteriori
isolamenti virali in nessuna delle specie sensibili. Non
poche, infatti, sono le difficolta che si incontrano
nell'isolamento quali il breve periodo di eliminazione
virale e, nel pollo, la non coincidenza dello stesso con
la comparsa della sintomatologia clinica. La presenza
di altri virus respiratori € inoltre in grado di interferire
con la replicazione virale su colture di anelli tracheali.
Carenti sono quindi le informazioni sui ceppi di APV
circolanti nel nostro Paese, se si escludono le
tipizzazioni molecolari eseguite sui primi isolati italiani,
che sono risultati appartenere al sottotipo B (7; Sperati
Ruffoni L., comunicazione personale). Il presente
lavoro riporta indagini di campo svolte nel tacchino e
nel pollo da carne allo scopo di evidenziare la
presenza dell'infezione da APV mediante isolamento
virale ed indagini sierologiche.

Materiali e Metodi

Campionamento. Sono stati campionati 9 allevamenti
di tacchini da carne, e 6 di polli da carne, scelti in base
all'eta, appartenenti tutti ad una azienda avicola del
nord lItalia, e localizzati quasi esclusivamente in
provincia di Verona; la azienda denunciava frequenti
focolai di TRT. Ogni allevamento e stato di norma
campionato una sola volta. Le eta dei gruppi di
tacchini sono state scelte in modo da coprire I'arco di
tempo in cui piu frequentemente la TRT compare nel
ciclo di produzione. Nella scelta delle eta dei gruppi di
broiler & stato coperto tutto il ciclo di produzione. Sia i
gruppi di tacchini sia quelli di polli provenivano da
allevamenti di riproduttori vaccinati per TRT.
Considerando che linfezione ha morbilita che
facilmente raggiunge il 100% e quindi prevalenze
attese superiori al 25 %, e che la popolazione di
ciascun gruppo era > di 3500 soggetti, 16

campioni/gruppo erano piu che sufficienti per
evidenziare I'infezione con un livello di confidenza del
99% (1). Da ciascun animale € stato raccolto un
tampone rinofaringeo, destinato all'isolamento virale,
ed un campione di sangue per esami sierologici. In
presenza di sintomatologia respiratoria sono stati
scelti i soggetti con forma clinica iniziale. | tamponi
sono stati processati in 2 pool da 8 per avere una
maggior concentrazione virale nell'inoculo ed
aumentare la possibilita di isolamento,
immediatamente immersi in terreno di trasporto e
tenuti a temperatura di ghiaccio fondente sino al
momento della inoculazione che era eseguita di norma
immediatamente all’arrivo in laboratorio. Quattro
allevamenti di polli da carne (M, O, P e Q) sono stati
sottoposti ad un secondo prelievo di sangue a
distanza di circa 15 gg dal primo.

Isolamento virale. L'isolamento virale & stato eseguito
su colture di anelli tracheali di embrione di pollo
(TOC), preparate a partire da embrioni di pollo SPF al
18-20° giorno di incubazione (3). Le colture erano
ritenute positive se si osservava ciliostasi entro 10
giorni dalla inoculazione e la conferma dell'isolamento
era ottenuta mediante immunofluorescenza indiretta
(IFI) (8) su sezioni criostatiche delle colture positive
(Figura 1). A 4 giorni dall'inoculazione il terreno di 5
delle 10 TOC inoculate per campione veniva raccolto
per i passaggi successivi. || campione era ritenuto
negativo dopo 3 passaggi ciechi su TOC. | campioni
prelevati dagli allevamenti di broiler, prima della
inoculazione, erano sottoposti a sieroneutralizzazione
per i sierotipi di Bronchite Infettiva (Bl) 624/, 793/B ed
M41, maggiormente diffusi nell'area campionata, allo
scopo di neutralizzare i coronavirus della Bl
eventualmente presenti, e poi processati come
descritto precedentemente. Tali coronavirus hanno
attivita ciliostatica su TOC e sono in grado di inibire la
replicazione di APV.

Sierologia. Per gli esami sierologici & stato utilizzato
un kit ELISA del commercio di tipo "blocking"
(Svanovirs Avian Pneumovirus-Ab EIA Test Kit).
Risultati

| risultati dellindagine nel tacchino da carne sono
riportati in Tabella 1. E’ stato isolato APV solo in un
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allevamento, in soggetti di 19 giorni, con forma
respiratoria riferibile a TRT in atto. In nessuna altra
occasione € stato isolato APV, tuttavia nei soggetti di
eta maggiore di 4 settimane & stata osservata
positivita allELISA con percentuali del 100%; tali
allevamenti avevano mostrato in passato
sintomatologia respiratoria. Nel pollo da carne (Tabella
2) APV e stato isolato in 3 gruppi con eta di 34, 42 e
48 giorni. Al momento del prelievo i soggetti
risultavano tutti sieronegativi. Gli allevamenti positivi
all'isolamento hanno mostrato sieroconversione dopo
15 giorni. In questo arco di tempo, sono state
osservate forme respiratorie lievi o medie con
comparsa, in alcuni soggetti, di sindrome della testa
gonfia.

Discussione

La nostra indagine ha portato all’isolamento di APV
sia nel tacchino sia nel pollo da carne ed alla evidenza
sierologica di una elevata diffusione dell'infezione
virale nella seppur limitata zona campionata. La
tecnica di isolamento su colture di anelli tracheali di
embrione di pollo ¢ risultata efficace. A causa delle
difficolta precedentemente descritte, scarse sono in
letteratura le segnalazioni di isolamenti virali nel pollo.
A conferma di cio i nostri risultati evidenziano come
sia possibile isolare il virus solo quando la
sintomatologia & appena iniziata o ancora assente.
Inoltre il successo dellisolamento €, a nostro parere,
da attribuirsi anche alle modalita di gestione dei
campioni. Riteniamo critici la concentrazione di piu
tamponi in volumi ridotti, la rapida refrigerazione, il
mantenimento a temperatura di ghiaccio fondente,
immediata inoculazione in colture d'organo o la
conservazione a -80 °C. Le piene positivita

sierologiche osservate in tutti gli allevamenti di
tacchini con eta superiore alle 4 settimane
confermano 'ampia diffusione dell'infezione

nellazienda considerata. Interessante sara poter
ampliare l'indagine ad altre regioni italiane ed agli
allevamenti di riproduttori allo scopo di avere un
quadro piu completo della situazione epidemiologica
italiana. La tipizzazione molecolare degli isolati
ottenuti potra inoltre fornire preziose informazioni sui
sottotipi presenti in Italia.
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Tabella 1: Risultati della indagine virologica e
sierologica negli allevamenti di tacchini

Table 1: Results of the virological and serological
survey in turkey farms

Eta [Sintomat. Isolam.  ELISA o) %

Allev. 99 frespiratoria {-I}g\é CIFl (Pos/Camp) %
A 13 | no Neg. 100
B 19 | In atto Pos. 92
C 26 | no Neg. 15
D 37 | Pregressa | Neg. 100
E 43 | Pregressa | Neg. 100
F 50 | Pregressa | Neg. 100
G 56 | Pregressa | Neg. 100
H 62 | Pregressa | Neg. 100
| 73 | Pregressa | Neg. 100

Note:Pos.=positivi; Neg.=negativi; Camp.=campionati;
* | sieri risultati “borderline” non sono stati consideratii
nel calcolo percentuale.

Tabella 2: Risultati della Indagine virologica e
sierologica negli allevamenti di polli

Table 2: Results of virological and serological survey
in broiler farms

Isolam ELISA
2 s . o) %
ey, 18 Sitomat ey [PosiCame) %
TOC + IFI 1 (15 gg)
L 15 | no Neg. 50 n.e.
M 21 | In atto Neg. 0 0
N 28 | In atto Neg. 0 n.e
(0] 34 | successiva | Pos. 0 100
P 42 | successiva | Pos. 0 100
Q 48 | successiva | Pos. 0 100

Note:Pos.=Positivi;Neg.=Negativi; Camp.=campionati;
n.e.= non eseguiti; * | sieri risultati “borderline” non
sono stati considerati nel calcolo percentuale.

Figura 1: Immunofluorescenza indiretta positiva per
APV su organocoltura tracheale

Figure 1: Indirect immunofluorescence stain positive
for APV - tracheal organ colture
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