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Summary
Avian metapneumovirus (AMPV) causes an upper respiratory tract infection in tur-
keys leading to turkey rhinotracheitis. In other avian species, including chickens, it 
is also involved in the etiology of multifactorial diseases such as swollen head syn-
drome. Sensitivity of wild birds to AMPV and their role in maintaining and spread-
ing the virus to poultry is still a matter of debate. Recently the sensitivity of pigeons 
to AMPV of subtype A or B has been claimed, based on very limited PCR detections 
from wild or experimentally infected birds. In order to have conclusive evidence 
regarding the sensitivity of pigeons to AMPV of subtype B and its role in spreading 
the virus to turkeys, two experimental trials were planned in secure isolation condi-
tions. In trial 1 two isolators were modifi ed to host turkeys and pigeons in the same 
environment, separated only by a net. Drinkers were shared between groups. Pigeons 
were infected with AMPV and housed in one isolator with naïve turkeys. Similarly 
turkeys were infected and housed with naïve pigeons. Additional turkeys and pi-
geons were kept in different isolators as uninfected controls. Post-infection clinical 
signs, virus shedding and immune response were assessed for three weeks. In trial 
2, commercial two-weeks old turkeys were divided in two groups and housed in 
two different isolators. Birds in isolator A were challenged as previously described. 
Four days post-infection, 7 weeks old naïve pigeons were introduced in the isolator 
A and kept with the infected turkeys for 24 hours, then removed, sprayed with 0,5 
% of Wirkon S® solution. After 10 minutes, pigeons were rinsed with water, dried, 
and introduced in the isolator B, where 10 naïve turkeys were housed. Clinical sign 
were monitored for 10 days. Pigeons were found refractory to AMPV experimental 
infection and neither able to spread the virus to naïve turkeys. Our paper shows that 
pigeons are highly unlikely to play any relevant role in the environmental spread of 
subtype B AMPV. Pigeons are not biological vector or reservoir species for AMPV 
subtype B.

INTRODUZIONE
In che misura specie di volatili diverse da tacchino, pollo, fagiano e faraona siano 
sensibili al Metapneumovirus aviare (AMPV) sottotipo A e B, e che ruolo abbiano 
gli uccelli selvatici nel mantenere e diffondere l’infezione nell’ambiente, sono argo-
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menti ancora oggetto di studio ed approfondimento da parte della comunità scien-
tifi ca. La prima comparsa del virus in Sud Africa e la sua successiva diffusione in 
Israele ed Europa hanno avuto modalità che fanno sospettare che gli uccelli migra-
tori, e gli uccelli selvatici in generale, abbiano giocato un ruolo importante nella tra-
smissione dell’infezione (Jones, 1996). Gli studi epidemiologici sulla diffusione di 
AMPV sottotipo A e B negli uccelli selvatici, se paragonati a quelli svolti in USA sul 
sottotipo C, sono scarsi e riportano una limitata presenza dell’infezione. Studi pub-
blicati negli anni ’90 riportano l’evidenza di anticorpi nei riguardi di questi sottotipi 
in allevamenti di struzzi dello Zimbabwe (Cadman et al., 1994) ed in gabbiani della 
costa Baltica in Germania (Heffels- Redman et al., 1998). Più recentemente uno stu-
dio brasiliano riporta l’evidenza di RNA virale di AMPV in uccelli selvatici tenuti in 
cattività (Felippe et al., 2011). Un’ampia indagine epidemiologica svolta nel 2004 
in zone paludose dell’Italia nord-orientale, ha riportato al contrario costantemente 
negatività sia sierologiche che molecolari per infezione da AMPV sottotipo A e B in 
molte specie di uccelli acquatici (Delogu et al., 2004). L’anatra, l’oca ed il piccione 
sono risultati resistenti all’infezione sperimentale con AMPV sottotipo A (Gough et 
al.,1988); mentre l’anatra muta sia all’infezione con AMPV A che B (Toquin et al., 
2006). 
Il coinvolgimento del piccione nella diffusione di AMPV sottotipo A e B è stato re-
centemente nuovamente sospettato, sulla base di scarse positività molecolari eviden-
ziate in piccioni selvatici o  infettati sperimentale (Felippe et al., 2011; Gharaibeh & 
Shamoun, 2011). Il presente lavoro ha avuto come obiettivi da un canto determinare 
con certezza la sensibilità del piccione ad AMPV sottotipo B e dell’altro verifi care 
la sua rilevanza nel trasmettere l’infezione al tacchino. A tale scopo sono state svolte 
prove due sperimentali in isolamento biologico.

MATERIALI E METODI

Prova sperimentale n. 1

39 tacchini da carne di una settimana di vita e 45 piccioni di 7 settimane di vita 
sono stati divisi in 6 gruppi ed accasati in 4 isolatori per pollame. Due isolatori (A e 
B) sono stati previamente modifi cati in modo tale che in ciascuno potessero essere 
ospitati, nello stesso ambiente e separati solo da una rete, un gruppo di tacchini ed 
uno di piccioni. In questi isolatori gli abbeveratoi erano in comune. Negli altri due 
isolatori erano alloggiati rispettivamente il gruppo dei tacchini (T) e dei piccioni (P) 
di controllo.
Il primo gruppo di 13 tacchini (TI) è stato sottoposto ad infezione sperimentale tra-
mite goccia nell’occhio con il ceppo AMPV sottotipo B It/Ty/Vr240/87. L’opera-
zione è stata svolta in una stanza separata e solo successivamente il gruppo è stato 
alloggiato nell’isolatore A assieme a 16 piccioni non infetti (PC). Analogamente 16 
piccioni sono stati infettati (PI) e successivamente alloggiati nell’isolatore B con 13 
tacchini non infetti (TC). 
Questa procedura è stata utilizzata per evitare che l’ambiente degli isolatore in cui 
le due specie erano alloggiate assieme fosse contaminato durante l’infezione speri-
mentale. 
La dose infettante è stata di 3,7 log10

 CD
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in entrambi i casi. Dal primo all’11° giorno 
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post-infezione gli animali sono stati osservati quotidianamente per eventuale insor-
genza di sintomatologia clinica riferibile ad AMPV. E’ stato assegnato un punteg-
gio a ciascun animale a seconda della gravità della sintomatologia clinica: 0 nessun 
sintomo; 1 scolo nasale limpido; 2 scolo nasale torbido; 3 rigonfi amento dei seni 
infraorbitali e/o essudato schiumoso oculare (Naylor & Jones, 1994). La normalità 
della distribuzione campionaria è stata prima valutata mediante il test Kruskal–Wal-
lis non-parametric one-way ANOVA. 
I confronti fra i gruppi sono stati condotti utilizzando il test U di Mann–Whitney. 
Da 10 soggetti per gruppo, nei giorni 0, 2, 4, 5, 7, 9, 11, 14 e 16 post infezione sono 
stati raccolti tamponi rino-faringei allo scopo di valutare l’eliminazione virale di 
AMPV mediante Real time RT-PCR (RRT-PCR) per AMPV sottotipo A e B speci-
fi ca (Cecchinato et al., 2012). Allo stesso modo sono stati analizzati per presenza di 
RNA virale, alcuni campioni dell’acqua di bevanda condivisa fra piccioni e tacchini 
negli isolatori A e B, raccolti ai giorni 4 e 5 post infezione. Inoltre, nei giorni 3, 5 e 
7 post-infezione sono stati sacrifi cati due piccioni dai gruppi PC e PI ed un tacchino 
dai gruppi TI e TC;  un piccione e un tacchino dai gruppi di controllo. Al fi ne di 
determinare la distribuzione virale di AMPV in alcuni tessuti target sono stati prele-
vati da questi animali e sottoposti a RRT-PCR per AMPV campioni di congiuntiva, 
turbinati nasali, trachea e ghiandola di harder. Esami sierologici per AMPV sono 
stati eseguiti da 10 soggetti per gruppo ai giorni 0 e 21 post-infezione mediante un 
kit ELISA blocking del commercio (Avian Pneumovirus SVANOVIR®, Svanova). 
Tale test permette di evidenziare anticorpi indipendentemente dalla specie in esame. 

Prova sperimentale n. 2

20 tacchini da carne di due settimane di vita sono stati divisi in due gruppi ed al-
loggiati in due isolatori per pollame. Il gruppo alloggiato nel primo isolatore è stato 
sottoposto ad infezione con AMPV come descritto nella prova sperimentale 1. A 4 
giorni dall’infezione, nel momento in cui la carica virale eliminata nell’ambiente 
dai tacchini infetti è massima, sono stati introdotti nell’isolatore 5 piccioni di 7 set-
timane di vita e tenuti a contatto con i tacchini infetti. Dopo 24 ore i piccioni sono 
stati rimossi, aspersi con una soluzione virulicida di Wirkon S® 0,5 % allo scopo di 
inattivare ogni traccia di virus dalla superfi cie esterna dei soggetti. Dopo 10 minuti i 
piccioni sono stati sciacquati con abbondante acqua pulita, accuratamente asciugati, 
e quindi introdotti nel secondo isolatore dove era alloggiato il secondo gruppo di 
10 tacchini rimasti non infetti. Tacchini e piccioni sono stati allevati assieme per 
10 giorni, durante i quali quotidianamente veniva valutata la sintomatologia clinica 
secondo il metodo descritto nella prova precedente. 

RISULTATI 

Prova sperimentale n. 1

Nelle fi gure 1 e 2 sono riportate le medie giornaliere della sintomatologia clinica os-
servate nei gruppi sperimentali. I tacchini sottoposti a infezione sperimentale hanno 
mostrato un andamento della sintomatologia clinica tipico dell’infezione da AMPV, 
con differenze statisticamente signifi cative rispetto a tutti gli altri gruppi sperimen-



246

tali. I piccioni infettati sperimentalmente con AMPV hanno mostrato una lievissima 
sintomatologia non differente in modo statisticamente signifi cativo da quella osser-
vata nei piccioni tenuti a contatto con i tacchini infetti o nei piccioni di controllo. 
Nella tabella 1 sono riportati i risultati dell’eliminazione virale nei gruppi sperimen-
tali. I tacchini infetti hanno eliminato il virus, come prevedibile, sino all’11° giorno 
post-infezione. I piccioni tenuti in contatto con questi, nell’isolatore A, sono risultati 
positivi ugualmente ma in numero minore e per un periodo più breve. L’RNA virale 
è stato evidenziato nell’acqua da bere condivisa fra questi due gruppi. Interessante 
notare che, se si va a valutare la quantità di virus rinvenuta nei tamponi rinofaringei, 
si evidenzia nei tacchini una quantità di virus di 3.000 volte superiore a quella rin-
venuta dai piccioni. Non si è mai avuta ri-eliminazione virale nei piccioni infettati 
sperimentalmente e tanto meno nei tacchini posti a contatto con essi o nell’acqua 
di bevanda condivisa fra questi due gruppi. La distribuzione del virus nei tessuti 
(Tabella 2) ha avuto un andamento che rifl ette l’eliminazione virale nei tamponi: il 
virus è stato evidenziato costantemente nei tacchini infettati sperimentalmente, ed 
in un campione di trachea di un piccione del gruppo in contatto con questi. Anche 
in questo caso la quantità di virus evidenziata nel piccione è risultata essere molto 
bassa. Sempre negativi per AMPV sono risultati i tessuti sia dei piccioni infettati 
sperimentalmente che dei tacchini tenuti in contatto con essi. I piccioni sono risultati 
negativi sierologicamente per AMPV sia prima che dopo l’infezione sperimentale, 
mentre tutti i tacchini sono risultati sempre positivi, probabilmente anche per la pre-
senza della immunità materna. 

Prova sperimentale n. 2

Non sono stati osservati mai sintomi clinici nel gruppo di tacchini sensibili tenuti 
per 10 giorni con piccioni precedentemente messi in contatto per 24 ore con tacchini 
infettati sperimentalmente. 

DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

I risultati della prima prova hanno mostrato che il piccione non è sensibile alla infe-
zione sperimentale con AMPV alla dose di 3,7 log

10
. Gli animali non hanno infatti 

mostrato sintomi clinici né risposta immunitaria specifi ca, e non si è avuta né elimi-
nazione virale respiratoria, né diffusione del virus nei tessuti target esaminati. 
Quando invece i piccioni sono stati tenuti in stretto contatto con tacchini infettati 
sperimentalmente, è stato possibile evidenziare tracce di RNA virale nei tamponi 
rinofaringei e nella trachea di un soggetto. Tali positività sono probabilmente da 
considerarsi l’esito del contatto dei piccioni con l’acqua di bevanda contaminata 
dai tacchini. Anche il gruppo di piccioni contatto, analogamente al gruppo infettato 
sperimentalmente, non ha mostrato sintomi clinici né sieroconversione. 
I risultati della seconda prova sperimentale hanno confermato questi risultati. E’ sta-
to infatti dimostrato che piccioni tenuti in stretto contatto con tacchini infetti non 
sono in grado di trasmettere l’infezione a tacchini sensibili. 
In conclusione si può affermare che i piccioni non sono sensibili all’infezione con 
AMPV sottotipo B. I nostri risultati confermano quanto già affermato per AMPV 
sottotipo A da Ghough et al. (1988). I piccioni si possono contaminare quando tenuti 
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a contatto per lunghi periodi con tacchini infetti ma, se spostati dall’ambiente conta-
minato e messi in contatto con tacchini sensibili, non sono in grado di trasmettere a 
questi ultimi l’infezione. Il nostro lavoro dimostra che è davvero improbabile che il 
piccione giochi un ruolo rilevante nella diffusione di AMPV sottotipo B. Il piccione 
non è quindi vettore biologico né tanto meno specie reservoir per AMPV sottotipo B.
Saranno necessari ulteriori studi per defi nire se esistano specie selvatiche reservoir 
per AMPV sottotipo A e B, e quali esse siano.
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Figura 10. Media giornaliera della sintomatologia clinica osservata nei gruppi 
Tacchini infetti (TI), Tacchini Contatto (TC) e Tacchini Controllo (T)

Figura 11. Media giornaliera della sintomatologia clinica osservata nei gruppi 
Piccioni infetti (PI), Piccioni Contatto (PC) e Piccioni Controllo (P)
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Tabella 1. PROVA SPERIMENTALE 1 – Risultati di RRT-PCR per AMPV nei tam-
poni respiratori.
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Tabella 2   PROVA SPERIMENTALE 1 –  Risultati della RRT-PCR per AMPV nei 
tessuti.


