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Rilievo di un focolaio di influenza aviare a bassaatogenicita nel centro Italia - Survey of a
low pathogenic avian influenza outbreak in centraltaly.

Petrini S., Paniccia M., Duranti A., lacchia Ggdm C., Costarelli S., De Mia G.M., Fortunati M.

Abstract. This paper describes an outbreak of low pathaigravian influenza (LPAI) H7N1 subtype was obsahin
the Marche Region in 2009 in connection with ardepiiological outbreak of avian influenza occurredhe Emilia-
Romagna Region in the same year. From all animaisep in the farm located in the Marche Regionewmraluated
the clinical signs and serological and virologitedts were conducted on different animals (turledyckens, ducks).
The samples were tested serologically and viroldbicfor avian influenza virus at the lIstituto Zaoofilattico
Sperimentale dellUmbria e delle Marche (IZSUM) andre subsequently forwarded to the National Refzre
Laboratory (NRL) for Avian influenza (IZSVE, Padgvar virological confirmation and typing. No clical signs were
observed. With regard to the serological resultaliranimals, no antibodies against the avian erilza virus were
found, unlike the virological tests (virus isolatiomolecular biology), which showed positive resuh tracheal and
cloacal swabs. Subsequently, the NRL confirmedfitidings obtained from 1ZSUM and then typed theusias Low
Pathogenicity Avian Influenza (LPAI) H7N1 subtyp8iven the results, all the animals in the outbrbake been
stamped out and all standards of cleaning and fdiding of interest have been implemented. Furtloeeman
epidemiological survey was carried out on all adensold by the farmer before the declaration of dlébreak. No
other viral positivity correlated with the outbreakthe above has been established within two nsonth

Riassunta Nel presente lavoro viene descritto un focolaimfiuenza aviare (1A) sottotipo H7N1 a bassa gatucita
rilevato nella Regione Marche nel 2009, in conr@ssiepidemiologica con un analogo focolaio di |A&awto nella
Regione Emilia-Romagna nello stesso anno. NeWaiteento situato nella Regione Marche, sono stidtteati esami
clinici, sierologici e virologici su diverse catego di animali (tacchini, galline ovaiole, oche)campioni sono stati
saggiati sia sierologicamente che virologicameng eonfronti del virus dell'influenza aviare presbistituto
Zooprofilattico Sperimentale delllUmbria e delle idlae (IZSUM) e gli stessi sono stati inviati poiegso il Centro di
Referenza Nazionale (CRN) per i virus influenzalPddova per le conferme e la tipizzazione viratagiDal punto di
vista clinico nessun segno € stato apprezzatayir®eTto attiene ai risultati sierologici, in tutti gnimali, non sono stati
rilevati anticorpi nei confronti del virus dell'lA& differenza degli esami virologici, i quali haneaidenziato positivita
in diversi campioni (tamponi tracheali e cloacaia alle prove di isolamento virale che di biologrelecolare.
Successivamente il CRN ha confermato quanto atoattdl'|ZSUM ed ha poi tipizzato il virus come &ipo H7N1 a
bassa patogenicita (LPAI). A fronte dei risultatiemuti, tutti gli animali appartenenti al focolasono stati abbattuti e
sono state messe in atto tutte le norme di lavaggiisinfezione dei locali di interesse. Inoltrestata effettuata
un'indagine epidemiologica su tutti gli animali deti dalla stessa azienda, prima dell'aperturafatsiaio. Nessuna
altra positivita virologica correlata con il focadali cui sopra € stata accertata nei due mesessog.

Introduzione

L'influenza aviare (lIA) rappresenta una delle meathe possono interessare la salute umana e
recentemente e stata identificata in animali reseriegli ultimi anni si sono verificati focolaii d

IA in misura maggiore rispetto a quelli accertadi precedenti 40 anni (Capua et al., 2004). Tatta |
comunita scientifica sia medico umana che vetadanard'accordo sul fatto che IA dal 1990 ha
assunto un differente profilo di patogenicita. Dsiefocolai hanno infatti mantenuto le
caratteristiche di minore virulenza, a differenzaltti, come ad esempio quelli verificatesi inlika

nel 1999-2000, in Germania nel 2003 e in Canad20@4, che hanno devastato I'industria avicola,
determinando un impatto negativo sulla opinionehbtiah e con il rischio che eventi ricombinanti
potessero dar luogo alla circolazione di una nu@rante virale (Capua et al., 2007a).

| virus dell'influenza aviare appartengono alla kgdiam Orthomyxoviridae e vengono distinti in tre
generi: 1) Influenzavirus tipo A; 2) Influenzavirtipo B; 3) Influenzavirus tipo C. Solo I'lA tipo A
e responsabile d'infezione nei volatili. Sulla badelle proteine emoagglutinina (HA) e
neuroaminidasi (NA), attualmente si conoscono lifospi HA (HA1-HA16) e 9 NA (N1-N9).
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Ciascun virus puo combinare HA con NA e originaipit virali diversi (Knipe et al., 2001). I
virus dell'lA di tipo A puo essere distinto in dgeuppi sulla base della patogenicita della malattia
Gli stipiti molto virulenti vengono classificati adlta patogenicita (HPAI) ed originano una
infezione sistemica che causa il 100% di mortaliiaa questi, quelli di maggiore interesse sono
identificati come sottotipi H5 e H7 che causananiarte negli uccelli domestici a differenza degli
uccelli selvatici dove la sintomatologia puo esseagabile e delle volte non sfociare nella morte
dei soggetti.

Attualmente il ruolo svolto degli uccelli selvaticome possibili reservoir dell'infezione e stato
descritto solo per il virus HPAI sottotipo H5N1 @sto. Tutti i restanti virus dell'influenza aviare
tipo A possono essere perpetuati in natura dagkllicselvatici e causare nei domestici infezioni
localizzate e caratterizzate da una lieve sintolngi® respiratoria, depressione del sensorio e
riduzione della produzione di uova (Capua et @Q7b). Questi virus vengono classificati come
stipiti a bassa patogenicita (LPAI). Negli ultiamni in Italia sono stati accertati diversi focatai
influenza aviare, sia HPAI che LPAI, localizzatiepalentemente nella parte settentrionale del
Paese (Zanella et al., 2003; Mutinelli et al., 208copo del presente lavoro € stato quello di
descrivere un focolaio di influenza aviare a bgsstgenicita verificatosi nella Regione Marche
nell'anno 20009.

Materiali e metodi

Epidemiologia del focolaio

Nel mese di luglio del 2009, a seguito di un indagepidemiologica effettuata dalla Regione
Emilia-Romagna in merito ad un focolaio di IA, veaisegnalata alla Regione Marche una
connessione epidemiologica con un'azienda situela provincia di Fermo (FM). La Regione
Emilia-Romagna comunicava inoltre che aveva aperfmoprio focolaio nel mese di giugno a
seqguito della sieropositivita al virus dell'lA smipo H7 e che nello stesso mese tutti i volatili
presenti nell'azienda erano stati abbattuti. lltcdlo era stato effettuato dalla Regione Emilia-
Romagna nell'ambito del programma di sorveglianagli animali svezzatori e riguardava sieri,
tamponi tracheali di pollastre e tamponi cloacalbche e anatre. Gli esiti evidenziavano positivita
sierologica al virus dell'influenza aviare a diéfieza dei tamponi tracheali e cloacali che nelle
diverse specie risultavano tutti negativi virolagmente.

Azienda sottoposta a focolaio

L'azienda oggetto di focolaio era a conduzione ¢giarie e situata nel Comune di Falerone (FM) e
la tipologia della stessa era quella di rivendit@&e costituita da diverse categorie di animaidib
commerciali ed all'apertura del focolaio erano entis100 tacchini da carne, 40 galline ovaiole e
15 oche. La stessa era costituita da 4 capannamtirin un unico sito produttivo e con una parte
dedicata alla vendita di mangimi per animali daedrtacchini e le galline ovaiole erano custodite
in gabbie, a differenza delle oche che erano saadih box a terra.

Rilievi clinici e prelievi diagnostici

| servizi veterinari della Regione Marche, insierae Colleghi dell'lstituto Zooprofilattico
Sperimentale dellUmbria e delle Marche, subito aldp comunicazione della connessione
epidemiologica, si recavano presso l'azienda déege per effettuare la valutazione clinica degli
animali ed i prelievi diagnostici. Quest'ultimi amarappresentati dalla raccolta di campioni di
sangue e tamponi sia tracheali che cloacali accgngtia dalla compilazione di una scheda
epidemiologica. In particolare, i veterinari eftetvano 50 prelievi di sangue rispettivamente da 20
tacchini, 20 galline e 10 oche per la ricerca dicampi nei confronti del virus dell'lA secondo
guanto previsto dalla normativa vigente e dagkstanimali, venivano effettuati tamponi tracheali
e cloacali in pool da 5 soggetti, per le ricerchmlagiche. Quest'ultime venivano effettuate
attraverso PCR ed isolamento virale su uova emat®omli pollo. Le prove sopramenzionate
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venivano effettuate presso I''ZSUM e successivaeerampioni venivano inviati al CRN per le
conferme diagnostiche e per la tipizzazione delisvirilevato oltre a determinare il grado di
patogenicita dello stesso. Tutte le prove diagobstieseguite sia dall'lZSUM che dal CRN
venivano effettuate in base a quanto previsto dafanativa vigente.

Risultati
Clinici

Nessun animale presente nell'azienda evidenziat@ansatologia clinica riferibile ad infezione da
IA (Tabella 1).

Tabella 1. Risultati degli esami clinici effettuatisu diverse categorie di animali

(tacchini, galline, oche) presenti nel focolaio dnfluenza aviare a bassa

patogenicita verificatosi nella Regione Marche ne2009
Segni clinici Tacchini Galline Oche

Ipertermia* 0/2¢¢ 0/20 0/10
Depressione del sensorio/letargia | 0/20 0/20 0/10
Sintomi respiratori** 0/20 0/20 0/10
Sintomi enterici*** 0/20 0/20 0/10
Inappetenza 0/20 0/20 0/10
Arruffamento delle penne 0/20 0/20 0/10
Cianosi**** 0/20 0/20 0/10
Morte 0/20 0/20 0/10
* > 43°C **Tosse, starnuti, rantoli, ipersecreziamesale e congiuntivale
***Diarrea ****Creste/bargigli 8 numero dei soggétton sintomatologia
clinica/numero dei soggetti osservati.

Sierologici
| sieri di tutti gli animali saggiati sono risultategativi per la ricerca di anticorpi nei confrotei
virus dell'lA. Gli stessi risultati sono stati pmnfermati dal CRN (Tabella 2).

Tabella 2. Risultati delle prove sierologiche efféiate su diverse categorie di
animali (tacchini, galline, oche) presenti nel fodaio di influenza aviare a
bassa patogenicita verificatosi nella Regione Marehnel 2009

Risultati IZSUM *perla | Risultati CRN? per la
Numero Specie ricerca di anticorpi ricerca di anticorpi
Campioni | Animale IHA* nei confronti IHA* nei confronti
dell'influenza aviare dell'influenza aviare
20 Tacchini | 0/20** 0/20**
20 Galline 0/20 0/20
10 Oche 0/20 0/20

*Prova di inibizione dell'emoagglutinazione (IHAgirconfronti del virus
dell'influenza aviare in accordo alla normativaerite **Numero animali
positivi/Numero animali saggiatiZSUM, Istituto Zooprofilattico Sperimentale
dell'Umbria e delle March&CRN, Centro di Referenza Nazionale per i virus
influenzali, Istituto Zooprofilattico Sperimentatielle Venezie, sede di Padova
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Virologici

Le indagini di biologia molecolare (PCR) hanno ewidiato positivita in tutti i pool dei tamponi
tracheali appartenenti ai tacchini, mentre sold ipool dei tamponi cloacali degli stessi animali e
risultata positivita virologica. Per quanto attiaiegisultati ottenuti dalle PCR condotte sui tamipo
effettuati nelle galline, solo 1 pool dei tamporadheali ha evidenziato positivita virologica. Dai
tamponi cloacali degli stessi animali nessun rdi@v stato accertato. Da tutti i tamponi effettuati
dalle oche non é stata rilevata nessuna posiaviéus dell'lA.

Le prove di isolamento virale effettuate sulle uarabrionate di pollo, sono state in grado di
rilevare il virus dell'lA da 1 pool di tamponi tiaeali e 1 di tamponi cloacali, appartenenti ai
tacchini. E' stato inoltre possibile isolare ilugrdell'lA solo da 1 pool di tamponi tracheali r@ltic
dalle galline. Nessun altro isolamento virale éostacertato (Tabella 3).

Tabella 3. Risultati delle prove virologiche effethate su diverse categorie di
animali (tacchini, galline, oche) presenti nel fodaio di influenza aviare a
bassa patogenicita verificatosi nella Regione Marehnel 2009

Specie Risultati 1IZSUM * Risultati CRN?

animale | Tamponi Tamponi Tamponi Tamponi

tracheali* cloacali* tracheali* cloacali*
a,b a,C a,b a,C

Tacchini 4428 14 38 /438 1/4258 8;}@3 /4 éﬁa,§§1/4
a,b a,C a,b a,C

Galline VRS 014 014 éﬁa@é/ N 8;ja,§§0 a
b ,C b ,.C

Oche OIPSQIPE | ot 8%@3/ z 8%@3/ z

11ZSUM, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delhtbria e delle MarcheCRN,
Centro di Referenza Nazionale per i virus infludintstituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, sede di Padova *poblstiggett? Numero dei pool
positivi/ Numero dei pool saggidtPositivita alla "PCR Real-time", sottotipo
H7N1 °Positivita alla "PCR reverse trascriptase”, sqimti7N1°Positivita
rilevata in PCR®Positivita all'isolamento virale su uova embrionditeollo;

In una fase successiva il CRN ha confermato latipitai virologica nei confronti del virus dell'lA
sottotipo H7N1, previo utilizzo della metodica PGRal-Time in 1 pool di tamponi cloacali
appartenenti ai tacchini e 1 pool di tamponi tratihéelle galline. Nessun altro rilievo positivo e
stato accertato con questa metodica nei restaimiadin Le indagini condotte con la PCR Reverse
trascriptase hanno rilevato positivita al virusl'thelsottotipo H7N1 in 3 pool di tamponi tracheali

1 di tamponi cloacali appartenenti ai tacchini.lireolo stesso CRN rilevava positivita anche da 1
pool di tamponi tracheali effettuati nelle gallindessuna altra positivita veniva accertava nei
campioni rimanenti (Tabella 3).

Le prove di isolamento virale non rilevavano peodiéi, mentre i risultati dei sequenziamenti
genomici condotti sulla sequenza amminoacidicdesietiagglutinina, confermavano la presenza di
uno stipite LPAL.

Discussione

Il focolaio di influenza aviare accertato nella Reg Marche nel luglio del 2009 é stato il primo ad
essere caratterizzato come sottotipo H7N1 a bastmyenicita nel territorio sopramenzionato.
Focolai simili sono stati accertati nel Marzo déB2 nel nord Italia e in Cile ed identificati poi
come sottotipi H7N1 (Zanella et al., 2003; Mutinat al., 2003; Rojas et al., 2002). Il virus
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successivamente si e diffuso e trasformato in dipites ad alta patogenicita nel dicembre dello
stesso anno. In quel periodo piu di 14 milioni diatili sono stati abbattuti per I'epidemia occorsa
Lo stesso virus e riapparso nel 2000 sottoformards a bassa patogenicita e risale a questo stesso
periodo anche l'applicazione, per la prima voltdtatia, della profilassi immunizzante realizzata
con strategia DIVA (differentiating infected fronaecinated animals), ovvero con l'impiego di un
vaccino che consente di differenziare gli anim@fleiti da quelli vaccinati. Nel maggio del 2000 il
virus veniva eradicato, a seguito della vaccinazied in concomitanza di un intenso programma di
sorveglianza (Capua et al., 2003).

Nella Regione Marche dopo l'accertamento del facold 1A, sono state prese misure di
contenimento dell'infezione virale. Queste hanrevigto la distruzione di tutti gli animali presenti
nell'azienda e il rintraccio di eventuali soggetnduti dall'accertamento diagnostico. Sono state
inoltre effettuate tutte le misure di lavaggio sidliezione in base al Piano Nazionale e al Piano
Regionale per Influenza Aviare emanati nel 2010 Matistero della Salute e dalla Regione
Marche. In base a quest'ultimo i servizi vetefihanno monitorato per i successivi 2 mesi diverse
aziende avicole dislocate su tutto il territorio gi@ale, non riscontrando alcuna positivita
sierologica.

Tutte le misure prese dalle Autorita Sanitarie, fmamvuto come scopo quello di limitare la
diffusione dell'infezione del virus LPAI H7N1 in goto, come € noto, questi agenti infettivi
possono ricombinarsi e trasformarsi in virus HFBikerse teorie suggeriscono che gli stipiti HPAI
possono derivare da stipiti LPAI H5 e H7 per mudagi o ricombinazione genetica. Queste teorie
sono derivate da studi di flogenesi secondo curus ad alta patogenicita non costituiscono un
genogruppo specifico, ma derivano da stipiti notogani. Le mutazioni che vengono rilevate nei
diversi virus di IA, si creano durante il passagggb virus dagli uccelli selvatici ai polli.

Tuttavia le mutazioni della virulenza sono imprabdd e si possono verificare al momento
dell'introduzione del virus nei polli o dopo divensesi che questi sono circolati negli stessi. Qaes
ipotesi € stata dimostrata da Munster et al., (R0@bali hanno evidenziato una elevata similarita
genetica ed antigenica tra virus LPAI rilevati selvatici e virus HPAI che hanno causato focolai
nei domestici. In conclusione, negli ultimi anniltalia si sono verificati diversi focolai sosténu
da virus LPAI, con particolare riferimento ai sofpoH?7.

Poiché questi sono i precursori di stipiti HPAIllafo controllo deve essere effettuato negli animal
domestici e deve essere costante su tutto ildeoinazionale.
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