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Introduzione

Il Metapneumovirus Aviare (AMPV) ¢ un virus a RNA appartenente alla famiglia Pa-
ramyxoviridae, genere Metapneumovirus, in grado di determinare infezioni delle prime vie
respiratorie nel tacchino e nel pollo. Il confronto delle sequenze nucleotidiche ha permesso
di distinguere 4 sottotipi virali (A, B, C e D) (Cook, 2000). Indagini epidemiologiche di
campo svolte in Italia hanno evidenziato una netta prevalenza del sottotipo B sin dalla pri-
ma comparsa dellinfezioni nel 1987. Per il controllo di AMPYV, nel nostro Paese, a partire
dagli anni '90, ¢ stato introdotta la vaccinazione; eseguita prevalentemente col sottotipo B
ed in misura minore col sottotipo A, sebbene, sino al 2003, non ci fossero evidenze della
presenza di AMPV/A in Italia (Catelli ez al., 2004).

I vaccini vivi attenuati conferiscono una buona protezione ma la loro instabilita pud
portarli a riacquisire virulenza anche dopo un limitato numero di retropassaggi. Speri-
mentalmente ¢ stato dimostrato che sono sufficienti 4-10 retropassaggi su animali sensibili
(Naylor ez al. 1994). Uno studio successivo ha dimostrato come cid pud avvenire anche in
allevamento. Animali vaccinati al primo giorno di vita in incubatoio con un sottotipo A
hanno mostrato, dopo 3 settimane, una forma respiratoria durante la quale ¢ stato isolato
un AMPV sottotipo A. Il sequenziamento dell'intero genoma virale e I'identificazione di 9
nucleotidi 7marker vaccinali ne ha dimostrato 1'inequivocabile origine vaccinale (Catelli e
al., 20006).

In questo lavoro viene riportato un focolaio di TRT verificatosi in Italia nel 2003,
dovuto ad AMPYV sottotipo A di origine vaccinale che ha interessato tacchini di 7 settimane
vaccinati con un sottotipo B.

Materiali e metodi

Allevamento. Il focolaio di TRT riportato in questo studio si ¢ verificato in un alleva-
mento di tacchini da carne. Tutti gli animali erano stati vaccinati a 7 giorni di vita per via
oculo-nasale con un vaccino vivo attenuato del sottotipo B. In allevamento erano presenti
4 gruppi, di 4000-5000 maschi ciascuno. Essi hanno mostrato i primi sintomi respiratori,
caratterizzati da starnuti, scolo nasale ed oculare, e difficolta respiratoria, a circa 45 giorni di
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etd. La forma respiratoria, che ¢ stata complicata da infezioni secondarie, ha gradualmente
interessato tutti i gruppi causando una mortalita totale del 10-11%.

Campionamento. Il campionamento ¢ stato eseguito in 2 gruppi, da 10 soggetti per grup-
po, che mostravano i primi sintomi respiratori. Da ogni animale sono stati eseguiti due
tamponi rinofaringei, uno per isolamento virale e I'altro per RT nested-PCR. I tamponi
per RT nested-PCR sono stati lasciati asciugare all'aria per 30 minuti quindi conservati a
temperatura ambiente sino alla processazione. Quelli destinati all'isolamento virale sono
stati immediatamente immersi in terreno di trasporto e tenuti a temperatura di ghiaccio
fondente sino al momento della preparazione dell’inoculo. I tamponi sono stati processati
in pool di 10.

RT nested-PCR. Per evidenziare e tipizzare AMPV dai tamponi a secco e confermare I'iso-
lamento virale, ¢ stata impiegata una RT nested-PCR sottotipo A e B specifica (Cavanagh

et al.,1999).

Isolamento virale. Lisolamento di AMPV ¢ stato eseguito su colture di anelli tracheali di
embrioni di pollo (Catelli ez 2/, 1998). Le colture erano ritenute positive se si osservava
ciliostasi entro 10 giorni dall'inoculazione. La conferma dell'isolamento e la tipizzazione
del ceppo ¢ stata eseguita mediante RT nested-PCR.

Caratterizzazione molecolare del ceppo di AMPYV. Il genoma del virus isolato ¢ stato
amplificato nelle regioni contenenti i 9 marker vaccinali identificati da Catelli ez a/. (2000),
secondo la metodica ivi descritta.

Valutazione della patogenicita del ceppo di AMPV

Allo scopo di valutare la patogenicita del ceppo AMPV isolato durante questo studio e de-
nominato 259-01/03, ¢ stata condotta ur’infezione sperimentale in condizioni d’isolamen-
to biologico. Trenta tacchini di un giorno di vita, non vaccinati per AMPV e provenienti
da un incubatoio che applica misure di biosicurezza elevate, sono stati divisi in gruppi di
dieci e alloggiati in tre isolatori per pollame. Un gruppo ¢ stato inoculato con 3,5 Logio
IDso per animale, del ceppo 259-01/03. Un altro ¢ stato inoculato con il vaccino sottotipo
A caratterizzato da Catelli ez 2/. (2006) ad una dose per soggetto 10 volte superiore a quella
consigliata dalla casa produttrice; 'ultimo ¢ stato inoculato con acqua sterile e tenuto come
controllo negativo. In tutti i gruppi, giornalmente, dal 1° al 14° giorno post infezione, ¢ sta-
ta valutata la sintomatologia clinica assegnando un punteggio, per ogni animale, secondo la
seguente scala: 0 = assenza di sintomi; 1 = scolo nasale limpido; 2 = scolo nasale torbido; 3
= rigonflamento dei seni infra-orbitali o essudato schiumoso oculare.

Risultati

Da un gruppo di tacchini con sintomatologia clinica di TRT ¢ stato isolato su TOC, ed
identificato mediante RT nested-PCR, un ceppo AMPV sottotipo A, denominato 259-
01/03, che allinfezione sperimentale si ¢ mostrato patogeno (figura 1). La sequenza nucle-
otidica di questo ceppo, in otto delle nove posizioni marker vaccinali identificate da Catelli
et al. (2006)(tabella 1), risultava identico al vaccino, mentre in posizione 3.553, posizione
marker mancante, era uguale al ceppo progenitore.
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Discussione

Confermando un precedente lavoro (Catelli ez 2/, 20006) ¢ stato in questo studio
isolato un AMPYV sottotipo A di origine vaccinale in grado di causare in campo
sintomatologia respiratoria caratteristica della TRT e patogeno all’infezione spe-
rimentale. Tuttavia in quest'occasione il virus ¢ stato isolato in un allevamento
nel quale non era stata effettuata vaccinazione con AMPV del sottotipo omologo.
Esso quindi, verosimilmente, ¢ stato introdotto dall’ambiente esterno o, ipotesi
meno probabile, ha persistito nel’ambiente da una precedente vaccinazione con
sottotipo A.

La presenza di otto marker vaccinali su nove dimostra incontrovertibilmente che
il ceppo isolato ¢ di origine vaccinale, e l'infezione sperimentale ne conferma la
patogenicita. La mutazione in posizione nucleotidica 3.553 potrebbe essere legata
al processo di riacquisizione di patogenicita e richiede ulteriori approfondimenti.
Poiché il gruppo era stato vaccinato con AMPV sottotipo B, un’altra conferma
emerge dallo studio, relativa al fatto che la cross-protezione fra sottotipi ¢ limitata

(Van de Zande et al., 2000).
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Tabella 1: Marker vaccinali: nucleotidi e posizione genomica.

Posizione§ Ceppo* Ceppo* Ceppo
Genomica progenitore Vaccinale 259-01/03
2.941 U A A
3.553 U C U
3.825 G A A
5.055 A G G
5.140 U @ @
5.929 A G G
6.358 U C C
10.022 U G G
11.624 U @ C

§ in senso antigenomico

* da Catelli et al., 2006
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