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Summary

Avian metapneumovirus (aMPV) is a single-stranded negative-sense RNA virus
which causes respiratory and reproductive signs in different avian species, bearing
a significant economic impact especially on turkey farming. To date, four subtypes
(A, B, C and D) have been described, which differ generically, antigenically and in
terms of host range. Subtype C viruses are further divided into two lineages, a North
American turkey-adapted lineage and a Eurasian lineage affecting ducks.

To assess the presence of the different subtypes in Northern Italy, a serological sur-
vey was performed in summer 2019 on 10 Pekin duck flocks and one mallard flock.
For each flock, 20 blood samples were taken at slaughter. Sera were then analyzed
with a panel of ELISAs to detect antibodies specific to subtype A, B and C.

All Pekin ducks were negative for every subtype, however all mallard sera tested
positive for aMPV-C. Anamnestic data about the positive flock were recovered ret-
rospectively. The animals were reared indoors and slaughtered at 130 days. They
had not been vaccinated for aMPV and no clinical signs were reported during the
production cycle.

This pilot study presents the first serological evidence of aMPV-C presence in ducks
in Italy, where the only currently circulating subtype according to recent studies
is aMPV-B. Besides intensive raised ducks, this work also has implications on the
possible role of wild waterfowl in aMPV spreading and circulation. Further research
efforts will be targeted towards the screening of a larger panel of samples, possibly
including other susceptible species, to obtain virus isolates and the genome sequenc-
es of these viruses.

INTRODUZIONE

11 Metapneumovirus aviare (aMPV) ¢ un virus a singolo filamento di RNA a polarita
positiva e dotato di envelope, unico esponente dell’omonimo genere della famiglia
Pneumoviridae oltre al Metapneumovirus umano (hMPV) (1). Descritto per la prima
volta nel 1979 in Sud Africa (2), ¢ oggi ampiamente diffuso a livello globale.
aMPV ¢ I’agente eziologico di una sindrome respiratoria dalla presentazione ca-
ratteristica ma non patognomonica a cui ci si riferisce con diversi nomi, tra cui ri-
notracheite aviare (ART), rinotracheite del tacchino (TRT), e, nel pollo, sindrome
della testa gonfia (SHS). Il virus ¢ inoltre associato a problematiche riproduttive con
ripercussioni negatlve sulla produzione e qualita delle uova. L’impatto economico e
sanitario del virus ¢ di particolare rilevanza per I’allevamento del tacchino, ma una
crescente attenzione e preoccupazione nei confronti di aMPV si osserva anche nel
settore del pollo da carne (3). Tra le specie, domestiche o selvatiche, suscettibili o
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risultate positive con metodiche molecolari ad aMPV si annoverano anche anatre,
oche ed altri anatidi, gabbiani, faraone e passeri (4, 5, 6); una sieroconversione a
seguito dell’esposizione al virus ¢ stata inoltre osservata in piccioni, struzzi, fagiani,
corvidi e varie altre specie (7, 8, 9).

Sono ad oggi noti quattro distinti sottotipi di aMPV (A, B, C e D), i quali differisco-
no a livello genetico, antigenico e in termini di localizzazione geografica e di spettro
d’ospite: aMPV-A e -B sono i due sottotipi di maggior rilevanza, e appartengono ad
un cluster separato rispetto ad aMPV-C, il quale ¢ geneticamente piu vicino a hMPV,
con cui si ipotizza condivida 1’origine (10). All’interno del sottotipo C sono inoltre
individuabili due /ineage, uno ritrovabile in Nord America ed uno in Europa e Asia
(11). 11 sottotipo D ¢ infine stato identificato una sola volta, retrospettivamente, in
campioni francesi degli anni ‘80 (12).

Tra i diversi sottotipi esistono marcate differenze in termini di spettro d’ospite: in un
recente studio che prevedeva una serie di infezioni sperimentali con i diversi sottoti-
pi, 1 tacchini sono risultati sensibili ai sottotipi A, B, D ed al /ineage Nordamericano
di aMPV-C; nelle anatre ’unica suscettibilita osservata ¢ stata quella nei confronti
del /ineage Eurasiatico del sottotipo C; nel pollo, i sottotipi A e B sono stati in grado
di indurre sintomatologia, mentre il sottotipo D ha determinato una sieroconversione
ed ¢ stato possibile isolare aMPV-C, seppur in assenza di sieroconversione o di posi-
tivita a livello molecolare (13). In uno studio precedente, un ceppo classificato come
aMPV-C ¢ stato isolato in Cina in broiler con sintomatologia respiratoria (14), ma
non ¢ possibile determinare a quale dei due /ineage appartenesse.

Il quadro epidemiologico di aMPYV presenta alcuni punti che restano ancora oscuri,
in primis in merito al grado di suscettibilita di varie specie minori e al possibile coin-
volgimento di animali selvatici migratori nella diffusione del virus.

Per ottenere informazioni riguardo la potenziale circolazione dei vari sottotipi in
Italia, uno studio pilota ¢ stato condotto con metodiche sierologiche specifiche su
anatre allevate intensivamente nel Nord Italia.

MATERIALI E METODI

I campioni di sangue destinati all’analisi sono stati prelevati in un macello di anatre
durante I’estate del 2019. Per ogni gruppo di animali sono stati prelevati 20 campio-
ni, a cui sono state associate informazioni riguardo la specie, la localita dell’alleva-
mento d’origine, il sesso e I’eta alla macellazione.

I sieri cosi ottenuti sono stati conservati a -20°C fino al momento delle analisi, che
sono state precedute da un trattamento al caolino per evitare di incorrere in reazioni
aspecifiche.

I campioni sono stati quindi sottoposti ad un pannello di saggi ELISA indiretti
in-house, ciascuno specifico per un determinato sottotipo, presso i laboratori AN-
SES di Ploufragran-Plouzané-Niort, seguendo le metodiche descritte da Giraud et
al. (15). Come controlli sono stati utilizzati sieri di anatra, uno negativo e altri tre
rispettivamente positivi ad anticorpi specifici per i sottotipi A, B e C.

RISULTATI

Sono stati analizzati un totale di 220 sieri, prelevati da dieci gruppi di anatre Pechino
(Anas platyrhynchos domesticus) ¢ da uno di germani reali (4nas platyrhynchos),
tutti provenienti da allevamenti situati in Veneto ¢ Lombardia.
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Sette dei gruppi di anatre Pechino erano composti interamente da femmine ed erano
stati macellati ad un’eta compresa tra i 58 e 66 giorni, mentre i tre gruppi di animali
maschi erano stati macellati tra gli 87 e gli 89 giorni. I germani reali, il cui gruppo era
composto da animali di entrambi i sessi, era stato macellato a 130 giorni.

La totalita delle anatre ¢ risultata negativa a ciascuno dei tre sottotipi testati, mentre
tutti i germani reali sono risultati positivi al sottotipo C. Sei germani sono risultati
inoltre positivi borderline per aMPV-B, ed uno anche per aMPV-A.

I dati anamnestici riguardanti il gruppo di germani reali sono stati ottenuti retro-
spettivamente. Gli animali erano stati allevati al chiuso per I’intero ciclo produttivo,
durante il quale non ¢ stata osservata alcuna sintomatologia.

DISCUSSIONE

Quelle riportate sono le prime evidenze sierologiche della presenza di aMPV-C in
Italia, paese dove I'unico sottotipo di cui ¢ riportata la circolazione ¢ attualmente
aMPV-B (16, 17). Va pero puntualizzato come quasi tutti gli studi epidemiologici su
aMPV si focalizzino su tacchini e polli e sui due sottotipi (A e B) piu frequentemente
riscontrati in Europa, mentre la situazione in merito ad anatre ed altre specie minori
¢ pressoché sconosciuta.

Ad oggi, aMPV-C ¢ stato ritrovato solo in Nord America, Asia ed Europa, dove ¢
segnalato quasi esclusivamente in Francia (3). Basandosi sulla localizzazione geo-
grafica e sulla specie in cui sono stati rinvenuti, il rinvenimento di anticorpi contro
aMPV-C qui riportato ¢ plausibilmente da addursi ad un’infezione con un ceppo ap-
partenente al /ineage Eurasiatico adattato agli anatidi. Per confermare questa ipotesi,
¢ pero necessaria una caratterizzazione di tipo molecolare.

Tra gli animali investigati, solo 1 germani reali sono risultati sierologicamente positi-
vi ad aMPV, pur in assenza di sintomatologia di alcun tipo. La suscettibilita dei ger-
mani reali ad aMPV-C era gia stata riscontrata in uno studio di van Boheemen et al.
(18), in cui questo sottotipo era stato ritrovato in un esemplare selvatico in Olanda.
Nonostante gli animali positivi provenissero da un allevamento intensivo, i risultati
di questo studio sembrano corroborare 1’ipotesi che gli uccelli acquatici, specie se
migratori, possano avere un ruolo nella diffusione e nella circolazione di aMPV (9,
19). Cio avrebbe implicazioni di notevole importanza, se si considera come i ger-
mani reali siano tra gli uccelli selvatici piu diffusi in natura, specialmente in un’area
densamente popolata di allevamenti avicoli come la Pianura Padana (20).

Riguardo alle positivita riscontrate in alcuni germani reali nei confronti di aMPV-B,
e in un caso anche di aMPV-A, esse sono state considerate come reazioni aspeci-
fiche. Il rinvenimento di anticorpi contro il sottotipo C tramite 1’uso di metodiche
ELISA specifiche per i sottotipi A e B ¢ gia stato descritto, ed ¢ anzi il motivo per cui
aMPV-C ¢ stato scoperto (21).

CONCLUSIONI

I risultati presentati hanno permesso di evidenziare la possibile circolazione di aM-
PV-C in anatre allevate intensivamente in Nord Italia. Ciononostante, questo lavoro
va inteso come uno studio pilota, le cui conclusioni vanno corroborate ed espan-
se attraverso ulteriori ricerche su piu larga scala e focalizzate all’identificazione ¢
caratterizzazione molecolare di ceppi appartenenti al sottotipo C. Considerando le
tipicita dell’avicoltura italiana, in cui non ¢ raro che specie diverse vengano allevate
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in stretta prossimita, ’estensione dello studio ad altre specie suscettibili potrebbe
risultare di grande interesse.
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