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INTRODUZIONE

Il Metapneumovirusaviare (AMPV) e noto come agente eziologico della
Rinotracheite del Tacchino (TRT), un’infezione dedtto respiratorio superiore
caratterizzata da elevata morbilita e da mortaidabile, dovuta comunemente a
complicazioni batteriche secondarie. Nei riprodutéoin grado inoltre di causare
una riduzione della produzione e della qualitaedalbva. Oltre al tacchino, sono
sensibili allinfezione anche altre specie aviaai ¢ui principalmente il pollo, dove
e coinvolto nella eziologia della Sindrome dellastBeGonfia (SHS). Sono stati
sino ad ora identificati, in base alle sequenzeeuticiche di AMPV, quattro
sottotipi virali denominati A, B, C e D.

La TRT compare per la prima volta alla fine deglihia'70 ed attualmente &
presente, ad eccezione dell’Oceania, in tutti itioemti, dove rappresenta una
delle principali patologie del tacchino. In Italignfezione e stata osservata a
partire dal 1987 e successivamente si e diffus& eshdemizzata nelle regioni
geografiche a maggior vocazione avicola quali Lomiza Veneto ed Emilia
Romagna, acquisendo notevole importanza fra le Igmmddiche sanitarie del
tacchino. Per la profilassi della TRT si e precoesta ricorso all’impiego di
vaccini; fra quelli disponibili nel nostro Paeseelio maggiormente utilizzato
appartiene al sottotipo B. Nei primi anni, allo goodi determinare la migliore
modalita di somministrazione, il vaccino fu impiéga “spot”, per via oculare o
spray, a dosi variabili e non standardizzate, eors#m della percezione del
problema. Solo dalla fine del 2001, la vaccinazidree cominciato ad essere
praticata a tappeto, ad un giorno di vita, via gprraincubatoio, ha tenuto in gran
parte la malattia sotto controllo.

Tuttavia dati epidemiologici recenti hanno mostramme si evidenzino
ancora con una certa frequenza focolai di malattianimali vaccinati. Infatti,
nonostante siano negli anni diminuite complessivamée positivita per AMPV,
si e verificato un aumento del numero dei focalkaeia avanzata (43-90 giorni di
eta). Cido puo essere imputato a diverse causeutraaccinazione mal praticata,
scarsa durata dellimmunita, incompleta proteziorreciata fra sottotipi o
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riacquisizione di patogenicita del vaccino steskali cause pero non spiegano
esaurientemente I'incremento di focolai di TRT mnaali vaccinati correttamente
e con vaccino del medesimo sottotipo virale caeséodolaio.

Il lavoro riportato nella presente tesi € nato tmscopo di approfondire le
cause della incompleta protezione prendendo iniderazione, fra le possibili
ipotesi, I'elusione della risposta immunitaria viaete dovuta ad evoluzione di
AMPV dal punto di vista genomico ed antigenico.pbiesi € stata svolta ed
approfondita in tre studi.

Nel primo si € presa in considerazione la dinardeifinfezione da AMPV
in gruppi di tacchini vaccinati, mediante indagingitudinali diagnostiche.
Quindi, nel secondo studio, per identificare mudarziin regioni antigeniche
chiave, e stata svolta I'analisi filogenetica dengcodificanti per le proteine di
adesione (G) e fusione (F) di ceppi Italiani eddpei di AMPV isolati dal 1986 al
2007 e dell'intero genoma di due ceppi rappresemeiel vaccino. Infine e stato
eseguito uno studio di cross proteziam&ivo sottoponendo tacchinotti vaccinati a
challenge con AMPV isolato nel 1987 o nel 2004, \p@tficare se i cambiamenti
riscontrati siano stati sufficienti a permetterevalus I'elusione della risposta
Immunitaria indotta dal vaccino usato per 20 amtiiarea geografica considerata.
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INFEZIONI DA
METAPNEUMOVIRUS AVIARE

1. EZIOLOGIA

1.1. TASSONOMIA

Il Metapneumovirusaviare (AMPV),
un tempo classificato com
Pneumovirus aviare, appartiene all
famiglia  Paramyxoviridag  che
raggruppa virus a RNA a singol
filamento non segmentato, a polar
negativa. Questi virus sono pleomor
con nucleocapside a simmetr
elicoidale e prowvisti di envelop
esterno envelope.

Figura 1. Immagine al microscopio elettronico
del Metapneumoviruaviare

Alla  famiglia  Paramixoviridae (gentimente da R.C. Jones).
appartengono due sottofamiglie:

1) Paramixovirinag a cui, fra gli altri, appartiene il genere
Avulavirus che comprende l'agente eziologico della Malattia Newcastle
(Paramyxovirus tipo 1) e gli altRParamyxovirusaviari;

2) Pneumovirinaga cui appartengono due genétneumoviruse
Metapneumovirus Il primo raggruppa il virus respiratorio sincildaumano
(HRSV), bovino (BRSV), e ovicaprino (ORSV), oltrevarus della polmonite del
topo (MPV), mentre nel secondo genere troviamdldtapneumovirusaviare
(AMPV) (Pringle, 1998) e umano (HMPV), evidenzigter la prima volta nel
2001 da bambini colpiti da forma respiratoria (\team Hoogeret al, 2001).



1.2. MORFOLOGIA

Alla  microscopia elettronica si evidenziano patteevirali ad elevato
pleomorfismo, che a volte si presentano sfericha, possono assumere forme
bizzarre con lunghe proiezioni filamentose (Figi)a Solitamente si osservano
strutture rotondeggianti con dimensioni di diametihe variano dai 50 ai 200 nm,
anche se occasionalmente sono stati segnalatnvaom diametro superiore ai 500
nm. Non sono note differenze funzionali legate stfattura del virione ma quelle
osservate potrebbero essere legate al substratoatel utilizzato (Eastoet al,
2004). In particolare, nei preparati derivati dativdalle colture di anelli tracheali
di embrioni di pollo possono essere presenti dellme filamentose di 80-100 nm
di diamentro e pit di 1000 nm di lunghezza.

Sull’envelope sono presenti evidenti proiezioni estipiali, i cosidetti
spikes, di lunghezze comprese fra 13 e 15 nm. |l nuclesidap a simmetria
elicoidale, presenta un diametro di 14 nm e urgaliedi 7 nm per spira (Collins e
Gough, 1988). Tali valori consentono di differemgiafra le sottofamiglie
Pneumovirinaee Paramyxovirinage i virus appartenenti a quest’ultimo gruppo
infatti mostrano un diametro maggiore (18 nm) ed atiezza inferiore (Collins e
Gough, 1988). Infine AMPV non possiede né emoagghg, non presentando
capacita emoagglutinneiconfronti di eritrociti avia di mammiferi (Wyetlet al,
1986; Buyset al, 1989a), né neuroaminidasi.

Proteina M
Proteina G Polimerasi (L)

Proteina F

RNA genomico

Proteina SH

'imfl‘;g;.

,, .“‘

Proteina N

-

Figura 2. Rappresentazione schematica di un metapneunsovirgenoma ad RNA
rappresentato a destra mostra I'associazione con decleoproteine
(http://www.expasy.org/viralzone/html)
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1.3 PROTEINE VIRALI
Le proteine che costituiscono la struttura delovie di AMPV sono rappresentate
schematicamente in figura 2.

La proteina strutturale del nucleocapside (protdiacon peso di 38-43
kDa, e responsabile della struttura elicoidale 'RBIA: il dominio
carbossiterminale interagisce direttamente col gene I'aminoterminale si pone
sulla superficie esterna del nucleocapside, rermenflessibile (Eastoret al,
2004).

Le proteinelarge polymerasgproteina L) ephosphoprotein(proteina P)
rappresentano le proteina ausiliari del nucleo idaps sono implicate nei processi
di sintesi e trascrizione; la proteina L €& una meliasi RNA-dipendente
responsabile della sintesi dell’ RNA messaggero,indermedi replicativi e
del’lRNA genomico della progenie virale (Broor edshj, 2007).

La proteina di matrice (proteina M) (30-35 kDa) &s@ciata con la membrana
interna lipidica delle cellule infettate e mediasdsemblaggio fra il complesso del
nucleocapside e I'envelope nascente.

Il gene che codifica per le proteine seconda drice(22 kDa) contiene due unita
trascrizionalioverlapping. la prima (proteina M2-1) si pensa funzioni cdiaigore

di elongazione durante lo step della trascrizidagyroteina M2-2 invece si pensa
che agisca nel passaggio dalla fase replicativasa##émblaggio, prima del rilascio
del virione. Infine abbiamo le tre glicoproteindl@avelope: inframezzate ai lipidi
di origine cellulare troviamo le proteine di attac¢proteina G), di fusione
(proteina F) esmall hydrophobic(proteina SH); le prime due si trovano in
superficie e rappresentano i principali determinantigenici, mentre la terza e
integrata nell'envelope. La proteina G permettedd@bimento del virus alla
cellula, mentre la F garantisce la fusione dell&dope con la membrana cellulare,
determinando la liberazione del nucleocapside iteblasma (Broor e Bharaj,
2007); la funzione della proteina SH & meno notacha se recenti studi
suggeriscono, come questa favorisca la sopravvavanz vitro di AMPV
ipotizzando un ruolo importante nel processo diofus virale con la cellula
(Nayloret al.,2004; Linget al, 2008).

La prima classificazione degli isolati europei dVIRV risale alla fine degli
anni ‘80 ed é basata sulla determinazione dei siivpolipeptidi virali e dei
rispettivi pesi molecolari, mediante la tecnica édiettroforesi in gel di
polyacrylamide (PAGE) (Cavanagh e Barrett, 1988|i®e Gough, 1988; Ling e
Pringle, 1988). Questi dati hanno messo in evidemzagrossa somiglianza, anche
sotto il profilo molecolare, tra AMPV e i virus ggatori sinciziali (RSV) umano e
bovino. Nel corso degli anni '90 é stata deternankt sequenza dei geni che
codificano per tutte le proteine di AMPV. Il gene ffreposto alla sintesi della
proteina di fusione, e stato studiato per primo €twal, 1991). In seguito sono
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stati analizzati i geni che codificano per le aftreteine: la proteina M (Yet al,
1992;), la M2 (Yuet al, 1992), le proteine codificate dal gene SH (L&il.,
1992), la G (Juhasz e Easton, 1994; Lengl, 1992), la fosfoproteina P (Lingt
al., 1995), la proteina N (L&t al, 1996; Randhawat al, 1996) e la polimerasi L
(Randhaweet al,, 1996). Attraverso questi studi e stato osserehtla sequenza
dei diversi geni € molto simile a quella dei virsigciziali respiratori umano e
bovino. L'ordine in cui i diversi geni sono distuiti nel genoma virale €, pero,
diverso in AMPV (3'-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’) rispettoai virus respiratori
sinciziali dei mammiferi (3'-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F2AL-5’), in quanto, nel
primo, i geni SH e G sono localizzati in posizidigispetto al gene M2 (Lingt
al., 1992) e i geni NS1 e NS2 sono assenti (Randleavad, 1997). Quest'ultima
osservazione, associata al fatto che il gene L MPX €& piu piccolo rispetto a
quello dei virus sinciziali respiratori dei mammmife spiega perché il
metapneumoviruaviare ha un genoma di sole 13,3 kb (Randhaina., 1996).
Proprio per queste differenze AMPV e stato receatdm classificato come
appartenente al nuovo genekdetapneumovirusnsieme al Metapneumovirus
umano (Pringle, 1998).

1.4 TIPIZZAZIONE VIRALE

Baxter-Joneset al. (1986) furono i primi a valutare, mediante prove d
immunofluorescenza indiretta, sieroneutralizzaziedeELISA eseguite con sieri
policlonali, I'esistenza di possibili differenzetmeniche tra i diversi ceppi virali
fino ad allora isolati. Per mezzo di queste ricerabseguite su tre ceppi inglesi
isolati nei tacchini, fu evidenziato che i virusaeo molto simili tra loro. Anche
Collins e Gough (1988), analizzando due ceppi sigéeuno francese con diversi
test immunologici, giunsero allo stesso risultdta. quindi stabilito che AMPV
comprendeva un solo sierotipo.

In seguito, mediante il test di neutralizzaziona eaticorpi monoclonali in
grado di riconoscere la glicoproteina G, sono stagsse in evidenza alcune
variazioni antigeniche significative tra ceppi peoenti da diverse aree
geografiche (Hafez, 1992; Colliret al., 1993; Cooket al., 1993a). In particolare,
Cooket al. (1993) hanno evidenziato un’elevata analogial tvaus isolato in Sud
Africa nel 1978 e i ceppi isolati in Gran Bretagrail 1985 e il 1990, e differenze
abbastanza evidenti tra questi e un ceppo isolatérancia nel 1986. Anche
Collins et al (1993) hanno osservato differenze antigeniche teppi inglesi e
quelli continentali. Infatti, paragonando i virusolati in diversi stati europei, si
vide che quelli inglesi costituivano un gruppo iditst dai ceppi virali provenienti
dall'ltalia, dalla Spagna e dall’'Ungheria. In ca#to con Cookt al (1993a) pero,

Il ceppo francese del 1986 fu considerato moltalsiai virus britannici.
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Questi risultati furono confermati successivamerdall’analisi della
sequenza nucleotidica ed amminoacidica della glatepma G (Juhasz e Easton,
1994). La proteina G e stata una delle prime pmeteid essere studiata perché,
insieme alla proteina F, € uno dei maggiori deteamii antigenici (Yuet al,
1994), e rappresenta il maggior target per glicangi neutralizzanti sia di AMPV
che dei virus respiratori sinciziali (Bayon-Abouyet al, 2000). Il virus
respiratorio sinciziale umano, in base a differeazigeniche evidenziate dal test
di neutralizzazione con anticorpi monoclonali, eifierenze nella sequenza del
gene G, é stato suddiviso in due sottogruppi, A(Amlersoret al, 1985; Mufson
et al, 1985; Johnsoret al, 1987; Caneet al, 1991; Sullendeet al, 1991).
Analogamente Juhasz e Easton (1994), studiandedaesza nucleotidica di
cinque ceppi virali isolati in Europa, hanno dinmasi I'esistenza di due diversi
sottotipi virali: il sottotipo A, che comprendeempi virali isolati in Gran Bretagna
e in Francia fino agli anni '90, ed il sottotipocBi appartengono i ceppi isolati in
Italia, Spagna e Ungheria. La proteina G presente®®,5-99,7% di similarita
amminoacidica nell’ambito dello stesso sottotip@nine tra i diversi sottotipi il
livello di identita & in media solo del 38%. E staiomunque evidenziato che,
nonostante una cosi elevata differenza nella comxipas delle catene proteiche,
la conformazione strutturale delle due proteinee@lsra essere mantenuta (Juhasz
e Easton, 1994). Naylat al. (1997a), mediante un protocollo di PCR in grado d
discriminare il sottotipo A dal sottotipo B, hanmdine dimostrato che il ceppo
isolato in Francia nel 1986 e quelli degli anni®ssivi sono da considerare di
tipo B e non, come indicato sia da Juhasz e Eq4i@®4) che da Collinst al.
(1993a), di tipo A. Per diversi anni si é creduke @l sottotipo A fosse presente
solo in Gran Bretagna e in Sud Africa, mentre tt&go B circolasse solo in
Europa continentale. Studi recenti, invece, hanmoostrato la presenza del
sottotipo B nel Regno Unito (Naylat al, 1997a) e del sottotipo A in Europa
continentale: infatti, Hafeet al. (2000), mediante I'applicazione di un protocollo
di Nested RT-PCR su ceppi isolati in Germania rmeka degli anni ‘80, hanno
dimostrato che alcuni di essi appartenevano abtgodt A; inoltre, Van de Zandet
al. (1998) hanno identificato entrambi i sottotipiahevamenti di polli in Belgio.
Ulteriori informazioni riguardo all’antigenicita dAMPV sono state acquisite dal
confronto della sequenza amminoacidica della gtat@mna F del sottotipo A con
guella del B (Nayloret al., 1998). Le due catene proteiche sono costituité dal
stesso numero di amminoacidi che si susseguonaircamdine che e identico per
I'83% nei due sottotipi. Piu precisamente, i domaatopici delle due proteine
hanno una identita amminoacidica pari al 90%, altremio i domini idrofobici,
transmembranari e citoplasmatici, si differenziamonodo molto piu marcato tra
A e B, con un’identita rispettivamente del 30% &48%.
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Piu recentemente, negli Stati Uniti, € emerso wnotsottotipo di AMPV,
denominato sottotipo C (Senmd al, 1997). Questo evento ha rappresentato la
comparsa del AMPV nel Nord America, area precedeetde ritenuta libera
dall'infezione (Seal, 1998; Cookt al, 1999). Tale virus € stato inizialmente
isolato da tacchini in Colorado e per questo defirgolato Colorado. Qui e stato
poi eradicato ma continua a essere causa di naalagii tacchini nello stato del
Minnesota. Questo ceppo € morfologicamente moitolesiai sottotipi A e B, ma
non € neutralizzato né da sieri monospecifici Ang-anti-B, né dagli anticorpi
monoclonali specifici per la glicoproteina G cheonoscono e differenziano i
sottogruppi A e B (Cookt al, 1999). Comunque, € parzialmente neutralizzato da
un siero iperimmune del sottogruppo A (Cook, 200@ail primo isolato e stato
parzialmente identificato mediante un'immunoflu@essza indiretta allestita con
un siero iperimmune prodotto verso il sottogruppqCook et al, 1999). Studi
molecolari hanno poi confermato queste differeiizaimo gene di AMPV ceppo
Colorado che sia stato amplificato e sequenziafuélo che codifica per la
proteina di matrice. Questo studio, insieme allf@nadella sequenza
amminoacidica della proteina M, ha evidenziato dheeppo Colorado si puo
distinguere dai sottotipi europei. Infatti, menkaesequenza amminoacidica della
proteina M dei sottotipi A e B e identica per '89%ceppo Colorado mostra un
livello di identita amminoacidica con il sottotigoe B rispettivamente del 78% e
del 77% (Seal, 1998).

“T APV/Hungary/B

s & APV /Italy /B

APV /France85/D

. APV/UK3E/A

-{ APV/CO/C

wasa | 1 APV/MENT ALSC
(65}

T

APV/MNZASC

S
(100}

e s

| 0.558
195) APV/MNEB/C

HuMPY/00-1

BRSW
—_— s changes

Figura 3. Analisi filogenetica delle sequenze nucleotidictieparte del gene F di
alcuni AMPV. Si osserva come il sottotipo A (APV/AB (APV/B) e D (APV/D)

siano maggiormente correlati tra loro rispetto aftatipo C (APV/C) piu vicino
filogeneticamente @fletapneumovirusmano (Njiengat al, 2003).
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Piu recentemente anche il gene F e la relativeepr@tsono stati studiati.
Confrontando la sequenza amminoacidica della glatepha F del ceppo Colorado
con quella dei sottotipi A e B, e stata dimostratadentita pari al 71,5%, invece
dell’83%, osservata tra i sottotipi europei (Sealal, 2000). Da questi studi &
emerso che i ceppi che circolano in America sologéneticamente separati dai
sottotipi A e B, e di conseguenza é stato infdentificato un nuovo sottotipo di
AMPV, definito sottotipo C (Seal, 2000).

Infine, Bayon-Abuboyeet al (1999) hanno scoperto che due ceppi isolati in
Francia nel 1985 differiscono dai sottotipi A e tBnto da definirli ceppi non-
A/non-B, ma anche dal sottotipo C (Tog@hal, 2000). Infatti, I'applicazione di
test ELISA allestiti con antigeni del sottotipo Aeha evidenziato che i due ceppi
Francesi non sono antigenicamente correlati a gdestsottotipi (Bayon-Auboyer
et al, 1999; Toquiret al., 2000). La sequenziazione dei geni F, G ed Lddei
ceppi ha poi pienamente confermato questa ipoBssiqn-Auboyeret al, 2000).
Studi sulla sequenza amminoacidica della proteifa®o dimostrato un’identita
tra i due ceppi francesi e i sottotipi A e B pdrB4%, che giustifica la proposta di
considerare questi due ceppi appartenenti a un onsottotipo (sottotipo D).
L’'analisi filogenetica delle sequenze nucleotidighamminoacidiche di parte del
gene F dei quattro sottotipi di AMPV ha messo iiternza come i sottotipi A, B e
D siano tra loro maggiormente correlati rispettsatotipo C che risulta essere piu
vicino filogeneticamente &lfletapneumovirusimano (Shiret al, 2002) (figura 3).

1.5. PROPRIETA CHIMICO-FISICHE

Studi effettuati sui sottotipi A e B hanno dimostrahe il virus e stabile ad
un intervallo di pH compreso tra 3 e 9, viene iwatb ad una temperatura di 56°C
in 30 minuti ed e sensibile ai solventi lipidici ajul’etere e il cloroformio, in
guanto dotato di envelope (Collies al, 1986). Diverse sostanze comunemente
usate come disinfettanti, a base di aldeidi, aldemoli e acidi organici sono in
grado di inattivare il virus (Hafez e Arns, 199F).stato riportato inoltre che
trattamenti della durata di 5 secondi con forno iareonde e di 20 minuti in
autoclave distruggono il virus, permettendo comendp rilevazione dell'acido
nucleico con tecnica PCR (Elha&f al, 2004)

Negli Stati Uniti e stata studiata la sensibili@l dottotipo C agli agenti
chimico-fisici. Il virus é in grado di sopravviveie temperature comprese tra —
70°C e —20°C per piu di 26 settimane, a 4°C meri®diettimane, a 20°C meno di
4 settimane, a 37°C per 48 ore e a 50°C meno de.6\Mariazioni di pH comprese
tra 5 e 9 non alterano il titolo virale. | sali ¢emoari d’'ammonio, I'etanolo, gli
iodofori e i derivati del fenolo sono attivi nei rdoonti del virus. Dopo
essiccamento a temperatura ambiente, il virus estion vitale per 7 giorni
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(Townsendet al, 2000). Studi condotti da Velayudhah al. (2003), sempre su
AMPV-C, hanno evidenziato come sia possibile riteva presenza del virus nella
lettiera stoccata a 8°C per 90 giorni mediante ERRe, con I'isolamento virale,
per 30 giorni. Quando la lettiera viene stoccat@naperatura ambiente il virus puo
essere evidenziato fino a 30 giorni con la RT-PCR @orni con l'isolamento
virale. Inoltre Tiwariet al nel 2006(a) hanno valutato la resistenza virale s
differenti superfici, dimostrando una maggior sepreenza sulle superfici non
porose, rispetto a quelle porose. In particolastato possibile mettere in evidenza
Il virus, a vari titoli, dopo essiccazione dellepstfici, fino a 24h su legno e
cotone, fino a 72h su acciaio, lattice, piastrefisyali di gomma, gomma da
pneumatici, piastrelle e guscio d'uovo e fino a i6rg su piume e cartone
portauova. E stata anche verificata la sopravviaete virus in terreno di coltura
per 15 giorni a temperatura ambiente
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2. EPIDEMIOLOGIA

2.1 SPECIE SENSIBILI

Il tacchino e il pollo sono considerati ospiti naiu di Metapneumovirus
aviare. Il tacchino e stata la prima specie inecsiata osservata la malattia (Buys e
Du Preez, 1980), ed e senza dubbio 'animale m8aibie, tanto che AMPV viene
anche chiamato comunemente virus della Rinotrazheaifettiva del Tacchino
(Turkey Rhinotracheitis Virus -TRTV). Nel pollo eesponsabile di forme
respiratorie piu lievi che possono eventualmentaresnella Sindrome della testa
gonfia (SHS), patologia multifattoriale in cui € semziale la presenza di
Escherichia cole la cui patogenesi, ancora oggi, non e del tittarita.

Altri due volatili sensibili all'infezione sono ifagiano e la faraona. In
quest’ultima specie oltre a sieroconversione inugega infezione sperimentale
(Gough et al, 1988), si sono riscontrate manifestazioni cheicsimili alla
sindrome della testa gonfia del pollo associat@laa anticorpale nei confronti di
AMPV (Picaultet al, 1987; Kleset al, 1987; Litjenset al, 1989); inoltre in Sud-
Africa indagini sierologiche su faraone selvaticltempionate nei dintorni di
aziende avicole, hanno rilevato una positivita w@defar pensare a un ruolo di
qguesto volatile nella trasmissione virale nelladaith area (Horneat al.,2003).

La sensibilita del fagiano e stata dimostrata gigGdughet al nel 1988;
successivamente a infezione sperimentale venneatde infatti una lieve
congiuntivite e positivita anticorpale. Negli alswenti invece le prime indagini
sierologiche diedero esito negativo (Gowghal, 1990), ma qualche anno dopo,
numerosi studi dimostrarono la presenza di AMPVallevamenti di fagiani.
Gough et al nel 2001 isolarono il sottotipo A da fagiani cemtomatologia
respiratoria; Catellet al (2001) invece riscontrarono positivita sierol@yga in
animali in allevamento che in soggetti a vita ldgeWelchmanet al (2002)
rilevarono con tecnica RT-PCR sia il sottotipo Aecih B. La patogenicita di
AMPV nel fagiano pare essere minima, tuttavia sanfacilitare e potenziare
I'azione dei ben piu pericolosi agenti batterica(fdn e Cserep, 2004; Forresstr
al., 2005). Di recente é stato riportato I'isolamed#d sottotipo C in fagiani in
Corea (Leest al, 2007).

Il piccione, I'oca e l'anatra si sono mostrate speefrattarie all'infezione
con ceppi europei (Gought al, 1988); tuttavia e stata dimostrata una certa
sensibilita degli anatidi ad AMPV sottotipo C: elta positivita anticorpali in
anatre ed oche selvatiche (Sknhal, 2000a), e stata dimostrata la sensibilita di
anatre pechinesi all'infezione sperimentale pernaairali, essendo in grado non
solo di evidenziare un rialzo anticorpale ma andheeisolare il virus dopo il
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challenge. Inoltre nel 1999 Toquet al hanno isolato, per la prima volta il
sottotipo C in Europa, da anatre mute di 42 settenan Francia, con problemi
respiratori e calo dellovodeposizione (Togwen al, 2006a). Gli stessi Autori
(Toquinet al, 2006b), hanno effettuato un’infezione sperimentalanatroccoli di

anatra muta di 18 giorni, valutandone la suscétébiai quattro sottotipi

conosciuti: per quanto riguarda il sottotipo C atetutilizzato sia un ceppo
americano che il ceppo francese. | sottotipi A, B> exon hanno portato né a
sintomi, né a un rialzo anticorpale, né e statsibds reisolare il virus. Per quanto
riguarda il sottotipo C invece, mentre il ceppo @@atlo € stato in grado di
sviluppare infezione negli animali, ma non di caasasintomatologia,

I'inoculazione del sottotipo C francese ha provocatanifestazioni cliniche

respiratorie. La prova € stata poi ripetuta inoedéatacchinotti di 28 giorni: in

guesta specie si € potuto osservare una sintorg&obiinica tipica della TRT

dopo somministrazione di AMPV A, B, D e C ceppo @atlo, mentre non col
ceppo C francese. Tale ceppo ha infettato i taotfhirma non ha determinato
alcuna manifestazione clinica. Cio fa supporre dattamento del nuovo ceppo
allanatra (Toquiret al, 2006b).

Positivita sierologiche sono state riportate nelimzzo, sia in Zimbawe
(Cadman et al., 1994) che in Italia, in questo cadoattava di animali importati
dall’Africa (Capuaet al, 1998).

Infine Nagarajaet al. (2001) hanno inoculato il virus (sottotipo C)tapi e
ratti di laboratorio, rilevando AMPV con tecnicaCR da diversi organi e
riportando sieroconversione.

Il Metapneumovirusaviare non sembra avere capacita zoonotiche. Al
contrario il Metapneumovirusumano si € dimostrato essere in grado, almeno
sperimentalmente, di infettare il tacchino e caeisara lieve rinite (Velayudhaat
al., 2006)

2.2 RUOLO DEI SELVATICI

Sicuramente dibattuto risulta essere il ruolo degicelli selvatici nella
diffusione e nel mantenimento dell'infezione. L'tpsi che questi volatili possano
essere coinvolti nella diffusione del virus, e sosta dalle numerose positivita
anticorpali per AMPV osservate e dall'isolamentaltiuni ceppi virali, ottenuti in
alcune specie selvatiche, nonché dalla comparsaumiierosi focolai ad origine
ignota, che troverebbero una valida spiegazione gqgesto ruolo venisse
dimostrato.

In Germania, un’indagine epidemiologica svolta adféls-Redmanret al.
(1998) ha permesso di evidenziare, attraverso dessieroneutralizzazione,
positivita anticorpali in gabbiani della spetiarus argentatus argentatubslentre
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in un’ indagine svolta nel Nord Italia da Delogt al. (2004), i 440 uccelli
acquatici testati, tra cui la specie mediterrahe@aus cachinnans michahellis
corrispondente biologico di quella trovata positida Heffels-Redmanrmet al.
(1998), sono risultati negativi ai sottotipi A e &a sierologicamente sia alla RT-
PCR. La positivita riportata dal gruppo tedescailassupporre che la specie
esaminata sia sensibile all'infezione da AMPV, na&ii ottenuti da Deloget al.
(2004) indicano che tale specie possa essere epatacepifenomeno e non specie
serbatoio. Nonostante cio, la comparsa nel tempioatlai di TRT in Europa,
apparentemente senza spiegazione, lascia apeteridgativo. Ad esempio non
ci si spiega come il virus sia arrivato nel contiteedal Sud Africa. Inoltre il primo
caso in Gran Bretagna € apparso nella contea doldpfa quale si trova su una
delle principali rotte migratorie (Anonimo, 198%ella primavera del 1998 in
Svezia e comparsa l'infezione (sottotipo A) in oiguttori pesanti dopo un analogo
caso in Danimarca in tacchini; il focolaio e statgistrato nel sud del paese, in
Scania, regione caratterizzata da un elevato pgiesady uccelli migratori
(Engstromet al, 2000). Ancora piu misteriosa risulta la sorpesrtd comparsa di
un sottotipo C in Francia in anatre mute (Tocgtial, 1999).

Negli Stati Uniti tale aspetto € maggiormente ergon. La TRT e
comparsa improvvisamente in Colorado per poi scomgpael giro di pochi mesi;
Il ceppo isolato e risultato essere diverso da itwippi conosciuti fino ad allora,
nasceva cosi il sottotipo C (Senet al, 1997). Dopo un anno la malattia e
ricomparsa in Minnesota, stato con il piu grandeimanio di tacchini del Nord
America. Questo paese inoltre possiede vaste aheggge (foreste e praterie) con
piu di 16.000 laghi, habitat ideale per numeroscellc migratori. Inoltre le
epidemie nei tacchini vengono maggiormente rised@tnei periodi primaverili e
autunnali, stagioni delle grandi migrazioni (MediaaSeeley, 2003). A queste
considerazioni fanno da supporto i numerosi daticoli in campo. E stata
dimostrata la presenza di RNA virale sottotipo @ngicorpi nei confronti dello
stesso in varie specie (passeri, rondini, storoclee), oltre che in anatre usate
come sentinelle nei pressi di allevamenti di tacicla che le sequenze del gene M
dei virus evidenziati, indicavano un elevato gratloomologia con isolati di
AMPV dal tacchino (Shiret al, 2000a; McComlet al, 2001; Shiret al, 2002).
Bennett et al. (2002) campionando 770 oche canadesi selvatiédran{a
canadensishanno riscontrato positivita alla PCR del 66, f¥tizzando che tale
specie possa agire da serbatoio del virus e gagsf 'andamento periodico delle
epidemie di AMPV in Minnesota. Tale ipotesi € supai@ dai dati ottenuti da
Turpin (2003) che nella stessa specie, oltre chia fdoga, hanno evidenziato, in
aree dove la TRT non e endemica, AMPV-C mostramilogie genetiche con
ceppi isolati da tacchini. Tuttavia non e faciletgyoattribuire con certezza agli
uccelli migratori un chiaro ruolo epidemiologicol INord America, anche perché
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gli stati confinanti (Nord e Sud Dakota, Canada) hanno ancora avuto episodi
clinici o rilevamenti importanti del virus (Njengd al, 2007).

Infine in Africa, continente che ha visto apparper la prima volta la
malattia, sono state riscontrate positivita anpedir in struzzi (Cadmanet
al.,1994) e faraone selvatiche (Horregral., 2003); si € quindi ipotizzato che |l
virus potesse essere presente, gia prima della pasa dell'epizoozia, nelle
specie aviari selvatiche della zona.

2.3 DISTRIBUZIONE GEOGRAFICA

La prima segnalazione di un’infezione da AMPV éastiatta in Sud Africa alla
fine degli anni '70 in allevamenti di tacchini (Baiye Du Preez, 1980).
Successivamente il virus si e diffuso in manietaeesamente rapida in Europa a
partire dagli anni ‘80: dapprima in Francia (Andetdl al, 1985) poi in Gran
Bretagna (Anonimo, 1985) e in seguito in Spagraial{Fabris e D’Aprile, 1990),
Germania (Hafez e Woernle, 1989), Ungheria (Lant880), Austria (Pollanet
al.,, 1992), Polonia (Mintaet al, 1995) Croazia (Bidiret al, 1990), Svezia
(Engstrom et al, 2000), Russia (Botchkovet al, 2002). Quasi
contemporaneamente e stata segnalata negli alleviatngolli la Sindrome della
Testa Gonfia, prima in Sud Africa nel 1979 (Morley Thomson, 1984) e
successivamente in Europa (Picatll., 1987; Hafez e Lohren, 1990).

L’infezione da AMPV ha fatto la sua comparsa edesente anche in paesi
extraeuropei quali Israele (Weismat al, 1988; Banet-Noaclet al, 2005),
Yemen (Sarakbi, 1989), Marocco (Houaelfial, 1991), Zimbawe (Cadmaeat al,
1994), Taiwan (Lwet al, 1994), Giappone (Uramotet al, 1990; Nunoyeet al,
1991), Messico (Decaniret al, 1991), Caraibi (Jones, 1996), Brasile (Arns e
Hafez, 1992; Chacowet al, 2007), Peru, Argentina, Cile (Toret al, 1998),
Giordania (Gharaibeh e Algharaibeh, 2007), Cinageib (Owoadest al, 2008).

Il Nord America non e stato interessato dall'inéem fino al 1996 (Senne
et al, 1997), anno in cui compare in Colorado una malaespiratoria ad alta
contagiosita, da cui viene isolato AMPV. Tale fagolsi estinse dopo un anno e la
malattia ricomparve in Minnesota, area in cui ofigifezione € endemica. |l
continente che ancora non sembra essere interesdaliiofezione da AMPV é
I'Oceania (Bell e Alexander, 1990).

Risulta interessante la diffusione geografica d#tosipi; infatti mentre
AMPV A e B hanno una diffusione mondiale, ad ecoeeidel Nord America e
dell’Australia, AMPV C si trova solo in Nord Amesdg recentemente pero sono
stati isolati AMPYV sottotipi C in Francia (Toquet al, 2006a) e in Corea (Lee et
al., 2007). Il sottotipo D e stato rilevato soloFrancia in un caso di TRT nel 1985
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(Bayon Auboyetet al, 2000) e ad oggi non si conoscono infezioni anga date
da questo ceppo, che resta un rilevamento episodico

2. 4METAPNEUMOVIRUS AVIARE IN ITALIA

La Rinotracheite del Tacchino fa la sua comparsiaia nel 1987, poco
dopo la sua diffusione in Europa, e l'agente egmo € isolato da due gruppi di
ricercatori nello stesso periodo (Franciosi, coroapione personale; Fabris e
D’aprile, 1990). Da allora la malattia ha contiruatd essere osservata ed e
comparsa anche nel pollo, nel fagiano e nella faad@ordioliet al, 1990; Capua
et al, 1995; Anonimo, 1996; Massi, 1997, Fabesal, 1998a; Fabriet al,
1998b; Capua, 1998; Capua e Lavazza, 1999; Catélavazza, 2000; Catekit
al., 2001).

Tuttavia fino agli anni 2000 i dati sui sottotigi AMPV circolanti erano
scarsi, se si esclude la tipizzazione molecolare memi isolati, risultati
appartenere al sottotipo B (Juhasz e Easton, 198dagini piu recenti, svolte
abbinando tecniche di isolamento virale, sierolagjibiologia molecolare, hanno
permesso di confermare una ampia diffusione defizione sia nel pollo che nel
tacchino. Il sottotipo prevalente in nord Italiaigultato essere il B, anche se nel
2003, in un allevamento di tacchini del centroidtad stato evidenziato il sottotipo
A, mai prima segnalato nel nostro Paese (Cecchielatd, 2003; Catelliet al,
2004).

L’introduzione della vaccinazione sembra avere awuh impatto sulla
dinamica dell'infezione da AMPV nel tacchino inlita negli anni 2001-2002,
infatti, € stata introdotta la vaccinazione di naaasseguito della quale le evidenze
di AMPV tendono ad essere complessivamente a diminma € aumentata la
frequenza di focolai tardivi (Catelli, 2006) (figud). E’ stata evidenziata anche la
presenza di focolai, precoci e non, causati dagiiss ceppi vaccinali che si sono
dimostrati capaci di tornare a virulenza (Catetflal, 2006; Ricchizzet al, 2008).
Nel pollo e stata € stata evidenziata, in minorsunai rispetto al tacchino, la
presenza di AMPV, sia sottotipo A che B sia neipgiuda carne sia in quelli in
deposizione, siano essi riproduttori o ovaiole &xgg Catelli, 2006).
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2.5. MODALITA DI TRASMISSIONE

Il Metapneumovirusaviare € un virus scarsamente resistente al di fuo
dell’ospite. Inoltre la sua replicazione € limiteall’'apparato respiratori@ cio
suggerisce che, molto probabilmente, la via aeneala principale via di
trasmissione. La breve persistenza del virus nesgpiti fa supporre poi che |l
contagio possa verificarsi per un tempo breve ddjnfezione. Molto
probabilmente non esistono vettori e il virus nom ggrado di dare latenza negli
animali. Benché il virus sia stato evidenziato 'neltutto di riproduttori, questo é
stato riportato in una sola occasione e le condizio campo suggeriscono che la
trasmissione mediante le uova sia improbabile (C&al00b). Tutto cio rende
difficile spiegare come mai il pneumovirus aviaggando ha fatto la sua comparsa
in Europa, si sia propagato cosi rapidamente comevarificato nel Regno Unito.
Risulta sicuramente evidente che il virus sia dothtun’alta infettivita. Si ritiene
comunque che l'acqua infetta, lo spostamento dgsthgmalati, il personale e le
attrezzature contribuiscano in qualche modo allanmissione del virus. Secondo
Stuart (1989), autocarri che trasportano mangirge altri mezzi che si spostano
continuamente da azienda ad azienda, sono prolAti#gmstati un veicolo
importante nello scenario inglese. Come detto priamche gli uccelli selvatici
potrebbero avere una grossa importanza per I'epadegia della malattia ma |l
loro ruolo deve ancora essere stabilito.

E da sottolineare che in Scozia, dove la densitdtadehini € molto piu
bassa, l'infezione non € comparsa che dopo divemsi. Inoltre, i dati sulla
capacita di trasmissione dellAMPV da soggetti rtiadasoggetti sani in condizioni
sperimentali sono discordanti. Infatti, secondoaGaret al, (1986, 1988) il virus
puo essere trasmesso per via aerea da soggetii agf@nimali non infetti tenuti in
gabbie separate. Al contrario Coek al (1991) riferiscono che il tentativo di
verificare questa possibilita e fallito benchéluiso dell’aria fosse favorevole. La
probabile difficolta di trasmissione tra animalnté separati, insieme ad una
possibile scarsa o lenta trasmissione sulle lungistanze, e confermata
dall’attuale situazione degli Stati Uniti. Infaétistata evidenziata un’alta incidenza
di infezione nella popolazione di tacchini in Misaga, che pero non si € diffusa a
macchia d'olio negli altri stati degli USA. Si puguindi concludere che, in
analogia con i pneumovirus dei mammiferi, il comtadiretto rappresenta la piu
importante modalita di trasmissione (Cook, 2000b).
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3. PATOGENESI

Il Metapneumovirugviareinfetta generalmente il primo tratto dell’apparato
respiratorio e solo occasionalmente lo si pud ngewe nei polmoni. Il virus
penetra nell'ospite principalmente per via aerog@yecce di saliva e muco di
animali infetti, polvere), venendo a contatto ctpitelio cigliato delle cavita
nasali, dei turbinati e della trachea, nei conira@ quale mostra uno spiccato
tropismo. Vie secondarie d’'ingresso sono la vialarey usata anche in corso di
infezioni sperimentali, e quella orale attraverso fessura palatina. Dopo
penetrazione l'agente infettante replica attivamenelle cellule cigliate delle
prime vie respiratorie scatenando una rispostanminatoria da parte dell’'ospite.

3.1REPLICAZIONE E PERSISTENZA DEL VIRUS NEI TESSUTI

| principali siti di replicazione di AMPV (siti pmari di replicazione) sono
rappresentati dalle cavita nasali, dai seni infséali, dalla trachea e, con minor
frequenza, dai polmoni. Il virus, perd, puo raggere anche |'apparato
riproduttore, o per contiguita dai sacchi aerei geguito di viremia (Jonest al,
1988), e replicare nell'epitelio dell'ovidutto matu (Jones et al, 1988)
determinando una riduzione della funzionalita detiio.

Nel tacchino, AMPV ¢ stato reisolato su organogeltdi anelli tracheali di
embrione di pollo dalla trachea di tacchini infetper via oculare dal secondo fino
al quinto giorno dopo l'infezione (McDougall e Cqdk986; Jone®t al, 1988;
Cooket al, 1991). Attraverso tecniche di immunofluorescerzatato evidenziato
I'antigene virale nell’epitelio della trachea e darbinati nasali fino a 7 giorni
post-inoculazione, con il numero massimo di celllil@rescenti tra la terza e la
quinta giornata. Al contrario i sacchi aerei e Inpani hanno dato risultati negativi
(Jones et al., 1988). Mediante tecniche immundmstoiche, Majoet al. (1995)
hanno altresi dimostrato che l'antigene di AMPV rdrova principalmente
associato alle ciglia e, occasionalmente, nel @®pa delle cellule epiteliali.
Piccole quantita di virus possono essere preserti dl quattordicesimo giorno
dall'inoculazione (Cooket al., 1991). Mediante l'uso della Polymerase Chain
Reaction (PCR) si e potuto evidenziare I'RNA virala tamponi tracheali ed
esofagei fino a 17-19 giorni dopo l'infezione @tial, 1993).

Nel pollo i risultati di infezioni sperimentali haa fatto ipotizzare una
minore sensibilita di questa specie all'infeziorspetto ai tacchini (Gouglet al,
1988). In realta, Jonest al (1987; 1988), Buyst al (1989a) e Coolet al
(1993b) hanno evidenziato una maggior sensibikfgpdllo nei confronti di ceppi
omologhi. Le ricerche hanno comunque dimostratolalsstribuzione nei tessuti
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e la replicazione di AMPV nel pollo e simile a qt@si verifica nel tacchino. Per
mezzo dell'isolamento virale e di tecniche immutaglimiche, il virus e stato
evidenziato solo nei tessuti dell’'apparato resprraf in particolare nei turbinati e
per un periodo dopo l'infezione sovrapponibile alép riscontrato nei tacchini
(Catelliet al, 1998).

Recentemente Aungt al, 2008 hanno mostrato che isolati di AMPV da tagchi
inducono lesioni rappresentative nel broiler, corhaigonfiamento dei seni
infraorbitali, indicando il ruolo di AMPV come pageno primario anche nel pollo.

Per quel che riguarda i tratti piu profondi delpapato respiratorio, infezioni
sperimentali sia nei polli che nei tacchini hannmastrato che il virus puo,
talvolta, raggiungere anche i polmoni (Coek al, 1993b; Majo et al., 1995;
Catelli et al, 1998; Alkhalafet al, 2002) e, nei polli, i sacchi aerei (Coek
al.,1993b).

E’ emerso inoltre che i due sottotipi A e B possassere dotati di una
diversa patogenicita nei confronti dell’apparatepieatorio dei tacchini (Van de
Zandeet al, 1999): si e ossrvato che solo il tipo A e indgrali infettare le parti
piu profonde dell’apparato respiratorio ed infatta numero di cellule epiteliali
doppio rispetto al sottotipo B, in ogni tratto @elprime vie respiratorie
raggiungendo titoli virali piu alti.

Joneset al, (1988), in seguito ad un’ infezione sperimentad tacchino,
sono riusciti a dimostrare che, in questa spe@ppérato riproduttore € sede di
replicazione virale. Infatti, 9 giorni dopo l'inolazione, il virus e stato isolato dal
magnum medio e dalla vagina e, mediante tecnichemiunofluorescenza (IF),
I'antigene virale e stato evidenziato nelle cellegeteliali dell’'utero fino al settimo
giorno e in tutte le porzioni dell'ovidutto fino abno giorno dall'infezione.

Nel pollo, a differenza del tacchino, i tentativi idolare il virus o di
evidenziare [I'antigene virale nellapparato riprédee, dopo infezione
sperimentale per vie naturali, hanno dato esitoatheg Majo et al (1995),
infettando sperimentalmente per via oculonasaleodigitori di 27 settimane,
hanno dimostrato la presenza dell'antigene virakdl'apparato respiratorio
mediante IF e immunoperossidasi (IP), ma non netligito. Anche Catellet al,
(1998) che hanno usato per la sperimentazione 8k di due settimane, sono
giunti ad un analogo risultato.

Malgrado la mancanza di dati sperimentali che gicksino il ruolo di
AMPV come patogeno nelle galline ovaiole, sonoumanto i riscontri in campo
riguardo la capacita del virus di indurre alterazioella produzione di uova nei
polli.

Due distinti gruppi di ricerca (Khera e Jones, 19@8oket al, 2000) hanno
effettuato studi di patogenicita del virus per papato riproduttivo dei polli
usando vari modelli sperimentali. Khera e Jone®991%hanno messo a punto un

25



protocollo sperimentale che prevedeva studi inoyitrsando colture di ovidutto
(O0C), edin vivo, sia in pulcini trattati con estrogeni per ottenana maturazione
precoce dellovidutto che in femmine adulte. Medganla tecnica di
immunofluorescenza € stato evidenziato I'antigemales su OOC, al contrario,
nelle femmine adulte infettate per via oculonagalenando un’infezione naturale)
O per via venosa, non e stata dimostrata la praselet virus nell’ovaio o
nellovidutto. Cook et al (2000), eseguendo uno studio assimilabile a
guest'ultimo, hanno osservato la replicazione deisvell’epitelio dell’ovidutto di
galline infettate per via endovenosa, ma, anchguesto caso, l'inoculazione per
via oculonasale ha dato esito negativo. Una gioatifone delle divergenze dei
risultati ottenuti potrebbe essere attribuita diferenze esistenti tra i ceppi usati:
nella sperimentazione in vivo Khehra e Jones (198&hno utilizzato per
I'inoculazione un ceppo isolato dal tacchino (pérakel ceppo tacchino gia si
conosceva la capacita replicativa nell’apparatoodpttivo del tacchino), mentre
Cook et al (2000) hanno usato un ceppo isolato dal pollacH®& come detto
precedentemente, i diversi ceppi sembrano in gdiddare infezioni piu gravi
nelle specie omologhe, l'utilizzo di un ceppo dilpgotrebbe aver dato come
risultato la replicazione del virus nell'ovidutta tffmmine adulte. | risultati di
entrambi gli studi portano alla comune conclusiohe I'epitelio duttale del pollo
sia in sé sensibile all'infezione da AMPV con cefulati sia dal pollo che dal
tacchino ma resistente ad un’infezione per vianadgtu

Nella maggior parte delle prove sperimentali diogahesi effettuate non e
stata riscontrata nessuna traccia del virus im telssuti od organi (Cook, 2000b),
eccezion fatta per il sottotipo C che e stato tsoldall’intestino (Shinet al,
2000b) ed evidenziato mediante PCR e tecnicheriiabionein situ nella milza
(Sharmaet al, 2002). Non si conoscono le cellule target in ¢uesgano, ma, da
studi condottin vitro, si & ipotizzato che siano i macrofagi, data fa kensibilita
alla infezione e replicazione di AMPV. E’ possibdiee i macrofagi acquisiscano il
virus a livello dell’epitelio delle prime vie resptorie e lo veicolino in altri organi
qguali la milza (Sharmat al, 2002).

Sono state altresi effettuate ricerche sperimeallaliscopo di valutare quale
sia l'influenza di altri patogeni respiratori sutkgplicazione del pneumovirus.

Nel tacchino, la duplice infezione con il virus associazione a batteri
comunemente presenti in campo, quedrdetella aviume organismiPasteurella-
like, induce un aggravamento della sintomatologia @dinf€ook et al, 1991;
Alkhalaf et al, 2002; Jirjiset al, 2004), ma potrebbe non influenzare la durata
della replicazione virale (Cooét al, 1991). Jirjiset al. (2004) hanno evidenziato
inoltre come nelle infezione da AMPV in associaeioaBordetella aviumsi
possano avere lesioni a livello polmonare, normatmeion presenti con il solo
pneumovirus, e si possa avere replicazione vinadgiesto organo.
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Naylor et al (1992) e Ganapathgt al (1998) hanno dimostrato che
un’infezione con AMPV accelera la colonizzaziondled@orzioni piu profonde
delle prime vie respiratorie da parteMycoplasmagallisepticumo Mycoplasma
imitans Inoltre osservazioni di campo, hanno suggerite ¢aMPV possa
aggravare l'infezione d@®rnithobacterium rhinotracheal€Cook, 2000b; Jirjiset
al., 2004). Al contrario Khehrat al. (1999) eseguendo infezioni intercorrenti con
pneumovirus éycoplasma synoviagon hanno evidenziato nessuna sinergia. Van
de Zandeet al. (2001) hanno effettuato uno studio allo scopoatitare gli effetti
di una duplice infezione con AMPV e#scherichia coli.| risultati hanno
dimostrato che il Pneumovirus aviare € in grado pdedisporre l'apparato
respiratorio alla colonizzazione ed invasione datepali E.coli. Infatti, le
modificazioni che subisce I'epitelio respiratoriardnte la replicazione del virus
insieme alla risposta immunitaria potrebbero inéWespressione, sulla superficie
cellulare, di recettori peE. coli, permettendo la colonizzazione da parte del
batterio. La fase di invasione delle parti piu prafe dell’apparato respiratorio
sarebbe invece favorita dal virus attraverso ueraltione del sistema mucociliare.
Tali dati pero discordano rispetto a quanto rigortéa Jirjiset al. (2004) che non
hanno osservato nessuna differenza sia sintomataloge anatomopatologica tra
un gruppo inoculato con AMPV-C e un altro con AMEVe E.coli assieme. Tali
discordanze potrebbero essere dovute al ceppacdii o di AMPYV utilizzati nella
prova.

Turpin et al. (2002) hanno inoltre evidenziato che la duplickezione di
tacchini con AMPV-C e virus della malattia di Newtla lentogeni esita in una
sinergia in grado di riprodurre forme cliniche dagta simile a quelle osservate in
campo.

Nel pollo sono state effettuate simili ricerchegha& studi microbiologici su
casi clinici di SHS hanno dimostrato la presenzaadi batteri in associazione con
il virus (Pattisonet al, 1989; Nunoyaet al, 1991; Luet al, 1994). In particolar
modo E.coli svolge un ruolo importante nella sindrome dellstaegonfia, ed é
stato isolato da organi interni, orecchio medionimgi e cervello in casi di SHS in
broiler e riproduttori che presentavano anticoma h pneumovirus (Al-Ankaret
al., 2001). Infezioni miste con AMPV dfl colisono state effettuate allo scopo di
valutare il comportamento dei due agenti (Majoal, 1997; Al-Ankariet al.,
2001). Majoet al (1997) hanno dimostrato un effetto sinergica ttae agenti che
si esplica in una maggiore diffusione del virusgartalbero respiratorio e in una
piu intensa replicazione del batterio. Al-Ankatial (2001) sono giunti a risultati
che ribadiscono il concetto di sinergismo tra i égenti; infatti nelle infezioni
miste E.coli € stato isolato nel 100% degli animali, mentrepwdii inoculati solo
col batterio il numero di positivi varia tra il 58 il 67%; il numero di batteri
ritrovato nei soggetti che hanno subito la doppi@zione € molto piu alto; in
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corso di infezioni miste, il virus persiste nelleaoe per un periodo di tempo piu
lungo. | risultati ottenuti da entrambe le ricerctamno supporre che AMPV,
riducendo le difese dell’'ospite, favorisca l'invase da parte del batterio.

Sono stati inoltre effettuati stuch vitro e in vivo per valutare I'eventuale
interferenza tra AMPV ed il Coronavirus della Brbite Infettiva (IBV) (Jone®t
al., 1998). | risultati hanno evidenziato una nettadpminanza di IBV sulla
replicazione di AMPV: infatti infettando organoaai¢é tracheali (TOC) con
entrambi i virus simultaneamente, il tempo perrate la cigliostasi e risultato
simile al controllo inoculato solo con IBV e, aimunofluorescenza su TOC,
I'antigene AMPV e risultato evidenziabile per uricsgiorno post inoculazione.
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4. SINTOMATOLOGIA

Nel tacchino la patologia prende il nome di Rinclw@ite del Tacchino
(Turkey Rhinotracheitis 0 TRT) e puo colpire sogjgdittutte le eta. Il periodo di
incubazione dura circa 2 giorni (Jirjgt al, 2002), e la malattia in 12-24 ore si
propaga all'interno dell'intero capannone, danda amorbilita che si avvicina al
100%; in pochi giorni vengono interessati anchapannoni vicini (Stuart, 1989). |
sintomi (figura 5) sono rappresentati da scolo leasapprima sieroso e poi
mucopurulento, scolo oculare spesso schiumosoe,t@sarnuti, scuotimento del
capo, rantoli, rigonfiamento dei seni infraorbitaldispnea, depressione e
diminuzione dell’assunzione del mangime con consetpicalo dell'incremento
ponderale (Jonest al, 1986; McDougall e Cook, 1986; Wyeth al, 1986; Buys
et al, 1989a; Turpiret al, 2002).

Figura 5. Sintomatologia da AMPV in tacchini infettati spaantalmente: evidente
rigonfiamento del seno infraorbitale destro (fotsirastra) ed essudato schiumoso oculare
(Archivio di Patologia Aviare, Universita di Bologh

Generalmente, in assenza di complicazioni, il recoipé rapido e la
sintomatologia scompare nel giro di 10-14 giornogk, 2000b). La mortalita &
estremamente variabile, da quasi nulla puo arrivadré&0% (Wyeth, 1990). |
principali fattori che influenzano la mortalita sor’eta dei soggetti, la gestione
dell'allevamento e le eventuali infezioni intercamti. Per quel che riguarda l'eta,
la mortalita € piu alta nei giovani, nei quali kesso di muco o tappi di materiale
caseoso possono ostruire la trachea causando epe@manare e asfissia. Al
contrario, negli animali che hanno superato laitesima settimana, la morte si
verifica piu raramente (Stuart, 1989).
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| batteri piu frequentemente responsabili di saovegioni sonoE.Coli e
Bordetella avium (Cook et al, 1991), ma possono essere coinvolti anche
Ornithobacterium rhinotrachealéMarien et al, 2005), Chlamydophila psittaci
(Van Loocket al, 2006) eRiemerella anatipestifqiRubbenstrotlet al, 2007).

La gravita della sintomatologia € fortemente coiatiata dalle pratiche di
allevamento; in particolare la ventilazione, l'igee e la densitd sono fattori
aggravanti la malattia. Anche le sovrainfezionté&a@athe sono un aspetto da tenere
in forte considerazione (Stuart, 1989; Hafez, 1988)n sembrano esserci invece
differenze legate al sottotipo o alla specie divproenza (tacchino o pollo) del
ceppo virale responsabile della malattia: ceppehao infatti si sono dimostrati
capaci di causare una sintomatologia evidente fezioni sperimentali con polli
(Aung et al, 2008). Inoltre, negli USA, la malattia e stass@rvata solamente
negli allevamenti di tacchini (Cook, 2000a), tutta®hinet al nel 2000 (b) hanno
dimostrato sperimentalmente la suscettibilita adlopal sottotipo C.

Metapneumovirusaviare nel pollo causa forme respiratorie piu iliev
rispetto al tacchino, che a volte decorrono in fimapparente. All'infezione con
AMPV puo pero seguire, con l'intervento Bicoli, la Sindrome della testa gonfia
(figura 7) che e una patologia a
eziologia complessa, caratterizzata da
sintomatologia respiratoria ed
ingrossamento del capo dovuto ad
edema e infiltrazione inflammatoria del
sottocute di natura fibrino-
granulomatosa. Sono interessate le
regioni perioculari, intermandibolare,
nuca, collo e bargigli. Gli animali colpiti
mostrano grave  depressione e

_ . sonnolenza. In alcuni casi si puo
_';gsut;a éoi?i';" ?ng:]?v?oa i'onfmégfofii:z assistere allinsorgenza di ofite media e
Aviare, Universita di Bologna). osteite a carico delle ossa craniche, con

possibile interessamento di meningi ed
encefalo e conseguente sintomatologia nervosa qyedéotono, disorientamento
ed atassia. Generalmente sia morbilita sia maitalino basse, attorno al 3-4%
(Morley e Thomson, 1984; O’'Brieet al, 1985). Sembrano essere coinvolte
nell'eziologia sia componenti virali che batterich& prima e data da AMPV, o
anche dalCoronavirusdella Bronchite Infettiva aviare o d@hramyxovirudipo-1
(Morley e Thomson, 1984), mentre la seconda € emgnmtata nella maggior parte
dei casi daE.Coli. Nonostante siano stati fatti numerosi tentatian e ancora
stato possibile riprodurre la SHS in condizioni rgpentali: infezioni miste con
AMPV ed E.Coli hanno infatti causato una sintomatologia piu gnasgetto alla
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sola infezione virale, senza pero ricreare la simdr (Majo et al, 1997;
Nakamura, 1998; Al-Ankaryet al, 2001); i quadri sintomatologici ottenuti
sperimentalmente sono tuttavia ascrivibili alle fagcoci della SHS.

Lo stesso virus che causa malattia nel tacchino grado di infettare il
pollo e di indurre sintomatologia (Jonesal, 1987; Cooket al, 1993b; Majoet
al., 1995; Catelliet al, 1998). Il virus é stato comunque isolato dal panda
soggetti di ogni eta (Picaudtt al, 1987; Buyset al, 1989b; Jonest al, 1991;
Goughet al, 1994; Maharagt al, 1994, Tanakat al, 1995) anche se non sempre
associato a malattia clinica (Coek al, 1988). Attraverso infezioni sperimentali
con il Metapneumovirusi sviluppa una sintomatologia clinica, similewelip del
tacchino (Figura 6), ma solitamente piu lieve, sbempare nel giro di dieci giorni
(Majo 4 al., 1995; Catelliet al, 1998; Aunget al, 2008). Ad esempio Catebit
al. (1998) hanno riscontrato solo una lieve rinitentne studi piu recenti hanno
riportato rigonfiamento dei seni infraorbitali darprima volta in questa specie in
condizioni sperimentali (Shiet al, 2000b; Aunget al., 2008).

Negli animali in deposizione si osservano sintoasipiratori piu lievi che
negli animali giovani, o addirittura assenti (Stuak989), a cui si associano
importanti alterazioni della funzione riproduttivilella tacchina riproduttrice e
stato riportato un calo dell'ovodeposizione del2l8 (Schricke, 1984), fino ad
un massimo del 70% (Wyeth, 1990; Meini, 1996); madinifestazioni compaiono,
generalmente, alcuni giorni dopo la sintomatolaggairatoria (Picault, 1988) e
durano circa tre settimane (Anonimo, 1985), dopuélita deposizione torna a
livelli normali (Stuart, 1989). Le uova, inoltre, gresentano malformate, rotte,
piccole, decolorate, con guscio sottile ed evidesgncrezioni; mentre non
sembrano essere inficiate la fertilita e schiudaitielle restanti uova. | peggiori
danni si hanno quando la TRT infetta gli animaliirazio del ciclo produttivo
(Stuart, 1989). In alcuni animali e stato ancheen&so il prolasso dell’'ovidutto
(Jones, 2002).

Nella gallina, sia essa riproduttrice oppure owwioin seguito a
segnalazioni di SHS e stato rilevato un calo dé#posizione del 2-3%, ma anche
del 10%, fino al 40% (O’Brien, 1985; Picault, 1988Itre a malformazione a
carico delle uova (Drouiet al, 1985). Durante infezioni sperimentali con AMPV
nel pollo, le alterazioni della funzione riprodutti si sono manifestate solo in
seguito a somministrazione del virus per via endosa (Coolet al, 2000; Hess
et al, 2004). In particolare Coadt al (2000) rilevarono un calo della deposizione
del 26.7 % della durata di tre settimane; con sssige ritorno della produzione ai
livelli preinfezione. Hesset al (2004) riferiscono in galline White Leghorn,
un’ovodeposizione che passa dall’85.7% al 56.2%emuito al challenge. E’ stato
ipotizzato inoltre che AMPV giochi un ruolo, insiema IBV, in cali della fertilita
nel gallo (Villarealet al, 2007)
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5. LESIONI ANATOMO-ISTOPATOLOGICHE

Tale aspetto non rappresenta un rilievo discrintman fini diagnostici,
essendo un quadro compatibile con numerose pagolagiari, sia virali che
batteriche, causanti problemi respiratori.

5.1 LESIONI MACROSCOPICHE

Nel tacchino osserviamo un quadro infammatori@iaco delle prime vie
respiratorie (rinite, sinusite, tracheite), con uelsdo inizialmente sieroso, poi
mucoso e, in caso di sovrainfezione batterica, muedento (Stuart, 1989). Le
narici mostrano spesso delle croste occludentifitar e i seni infraorbitali
risultano aumentati di volume, tanto da alterarsifametria della testa, poiché
stipati di muco, o materiale caseoso; a volte pesaltano semplicemente
timpanici (Stuart, 1989). Vengono anche riportatia lieve congiuntivite,
caratterizzata da scolo schiumoso, ed edema sotthbware (Stuart, 1989).
Nelle femmine in deposizione, oltre alle lesionifagiparato respiratorio sopra
descritte, sono state evidenziate anche divers®nlesnatomo-patologiche
dell’apparato riproduttore, quali, regressione 'dedio con diminuzione del
numero dei follicoli ovarici, degenerazione a cardell’ovidutto, dispersione di
materiale vitellino in addome, peritonite ovaricanohé ritenzione di uova
malformate (Jonest al, 1988; Jonest al, 1991).

Nelle infezioni complicate da agenti batterici sitanun aggravamento del
gquadro necroscopico per la presenza di aerosascyd@ricardite, polmonite,
periepatite e splenomegalia (Stuart, 1989). In ig@dre un quadro cosi
generalizzato e caratteristico delle sovrainfezamE.Coli (Van de Zandet al,
2001), mentre altri batteri, come ad esempitycoplasmitendono ad aggravare
semplicemente le lesioni a livello respiratorio yita et al, 1992)

Nel pollo le lesioni tendono a essere simili, ma piodeste: spesso I'unico
reperto, in seguito a infezione sperimentale, € li;wee rinite a decorso rapido
(Catelliet al, 1998). Quadri piu gravi sono stati evidenziatseguito a infezioni
sperimentali duplici coft.Coli e Metapneumovirugviare (Majoet al,, 1997; Al-
Ankari et al, 2001); in particolare Majét al (1997) hanno osservato, oltre a una
Imponente rinite e sinusite con essudato puruleatmhe edema periorbitale,
aerosacculite fibrinosa, pericardite fibrinosa 8ltnazione purulenta negli spazi
aerei delle ossa del cranio. Al-Alkaet al (2001) riportano inoltre in alcuni
animali edema sottocutaneo alla base della testagestione encefalica.

Durante episodi di SHS vengono comunemente riportatedema
sottocutaneo, che decorre in una infiltrazione osotfanea fibrino-caseosa,
blefarite, artrite mascellare, osteite delle oss dranio (Picault, 1988),

32



aereosacculite, pericardite, otite media puruleotarite, oviduttite, peritonite
(Hafez et al., 1993), accumulo di essudato caseegli spazi aerei del cranio
(Pattison et al., 1989), nonché congestione e gatedelle alte vie respiratorie
(Morley e Thomson, 1984).

5.2 LESIONI MICROSCOPICHE

Le principali lesioni istopatologiche osservate darso d‘infezione da
AMPV riguardano l'epitelio respiratorio ciliato,oprattutto dei turbinati, ma
anche dei seni, della trachea e dei bronchi eddhEnmedesima localizzazione sia
nel pollo che nel tacchino. Nei turbinati ossemaadapprima una inflammazio
sierosa con esfoliazione epiteliale, perdite fodaltiglia, iperemia e infiltrazione
sottomucosa di mononucleati. Successivamente dimfnazione diventa muco-
catarrale, con essudato costituito da eterofilte@pciti, eritrociti e naturalmente
muco; Inoltre si manifesta una iperplasia epitelia@ ghiandolare. Queste
alterazioni si riscontrano anche a livello dellacmsa dei seni infraorbitali della
trachea e talvolta dei bronchi, seppur in mododi@Majoet al, 1995). Il processo
di riparazione e rigenerazione tissutale iniziadldrni Pl (Aunget al, 2008),
mentre la completa riparazione dei tessuti si ba 18 (Catelliet al, 1998) e i 21
giorni dall'infezione (Aunget al, 2008). Aung et al. (2008) oltre alle lesioni gia
descritte, riportano un quadro inflammatorio caréizato da massiva infiltrazione
linfocitaria anche nella ghiandola di Harder e agjhiandola lacrimale; nessuna
alterazione invece a carico della milza e dellas@al Fabrizio. Cook et al. (2000),
dopo infezione speriementale per via endovenosgalime, rilevano nell’ovidutto
alterazioni che esitano in foci con perdita deltelp duttale. La complicazione
batterica, come gia detto, determina l'insorgerd’edsudato purulento come
elemento caratterizzante (Magbal., 1997).

Nella Sindrome della testa gonfia, oltre alle laesioespiratorie e alle
alterazioni setticemiche classiche (pericarditeritgate, aerosacculite, etc),
notiamo a carico della testa una cellulite caraitata dalla presenza di eterofili e
linfociti (Morley e Thomson, 1984), periostite, imfmazione purulenta degli
spazi aerei del cranio che spesso si estende anchescoli, otite sia esterna che
medio-interna e meningite; a livello encefalico somoltre riportate: gliosi,
iperemia, emorragie, manicotti perivascolari edesdegenerative a carico delle
cellule del Purkinje del cervelletto (Pattiseinal, 1989; Hafez, 1993).
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6. RISPOSTA IMMUNITARIA

Come in molte patologie a tropismo respiratorionthunita locale gioca
un ruolo fondamentale nel prevenire l'infezionepdate di AMPV. In seguito a
infezione € stata riscontrata infatti una forteiltr#zione e proliferazione
linfocitaria nelle prime vie respiratorie (Clet al, 2006) e nella ghiandola di
Harder (Sharma et al., 2002; Liman e Rautenschl2@@7) con una elevata
prevalenza delle cellule produttrici di immunoglobea di tipo A (Chaet al,
2006), nonché, come logico, un aumento dei livdilligA ed 1gG nelle lacrime
(Cha et al., 2006) e nella trachea (Liman e Rauctdam, 2007) . Tali anticorpi si
sono rivelati essere virus-neutralizzanti (Kheardomes, 1999). L'importanza
dellimmunita locale supporta lo sviluppo di vadcitermosensibili, che in
condizioni sperimentali si sono dimostrati un’otindifesa contro l'infezione
(Patnayaket al, 2003). Per quanto riguarda l'immunita sistemiaymunita
umorale sembra non essere proteggente mentre limtangellulo-mediata si e
dimostrata molto importante per la prevenzione’idéfzione. Infatti pulcini
bursectomizzati, quindi incapaci di produrre amco e successivamente
vaccinati, si sono mostrati resistenti all’'infezeoocon un ceppo virulento (Jonets
al., 1992). Si e spiegata invece, l'inefficacia pggente degli anticorpi circolanti
supponendo che non riescano ad arrivare nei sigprdi replicazione (turbinati e
trachea) (Naylor et al., 1997b).

Alcuni autori (Charyet al, 2002) attribuiscono &letapneumovirugaviare
un’azione immunodepressiva ed in particolare hanotato una diminuzione
dell’attivita mitogenica a carico delle cellule Trdnte la prima settimana post
infezione, mentre 'immunita umorale non sembrairgulalcuna menomazione.
Comunque ulteriori studi dovranno essere effettumtiche se tale dato risulta
interessante, poiché I'nmmunita cellulo-mediata retgggente nei confronti del
virus e quindi un suo deficit faciliterebbe la niglicazione virale nell’organismo.

L’'immunita passiva non € in grado di prevenire néezioni da AMPV.
Naylor et al. (1997b) hanno infatti inoculato il virus in tadcebtti di un giorno di
vita con un alto livello di anticorpi materni, osg@ndo successivamente
sintomatologia, che tuttavia si € dimostrata imfexia quella riscontrata a seguito
di infezione sperimentale di animali privi di tatemunita. Il titolo anticorpale nei
soggetti neonati, comunque, risulta direttamenteentiente dal livello degli
anticorpi circolanti della madre, ed ha una dudatk5-20 giorni (Hafez, 1993).

E’ stato inoltre dimostrato che esiste interferenea stimolazione della
risposta immunitaria fra AMPV ed altri virus, coonseguente riduzione della
risposta anticorpale nei confronti di AMPV stesBoa questi in primo luogo Il
virus della bronchite infettiva (IBV), che oltre adibire la replicazione del
Metapneumovirus aviare provoca un significativo addgamento del titolo
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anticorpale, in particolar modo se somministratotemporaneamente o 48 ore
prima rispetto ad AMPV (Jones al,, 1998).

Anche il virus della Malattia di Newcastle (NDV)msbra avere un’azione
analoga all'lBV. Ganapathyet al. (2005) studiando gli effetti della
somministrazione contemporanea di un vaccino geiandi di AMPV ed uno nei
riguardi NDV hanno osservato, in paragone con wp@o vaccinato solamente
con vaccino per iMetapneumovirugaviare, un mancato incremento dell'immunita
umorale ma nessuna differenza nel livello dell@lgresenti nel fluido lacrimale.
Tuttavia recenti studi di duplice somministraziogievaccini vivi attenuati per
AMPV ed NDV non hanno confermato tali dati, non rad® mostrato alcuna
interferenza nella risposta immunitaria (Ganapleail., 2007).
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7. DIAGNOSI
7.1.DIAGNOSI CLINICA

Né la sintomatologia clinica né la necroscopia ssumficienti ad emettere
una diagnisi eziologica di AMPV, e cio vale sia parTRT che per la SHS.
Numerosi virus e batteri, infatti, sono in gradocdusare sintomi e lesioni simili,
se non uguali, a quelli causati ddétapneumoviruaviare sia nel tacchino che nel
pollo.

7.2.ISOLAMENTO VIRALE

Per lisolamento di AMPV da campioni prelevati iangpo possono essere
usate le uova embrionate SPF di pollo (Bayal, 1989a; Coolet al., 1999), le
organocolture di anelli tracheali (TOC) di embriodi pollo o di tacchino
(McDougall e Cook, 1986; Wyetbt al, 1986) e alcune linee cellulari. Dopo
primo isolamento il virus puo essere facilmentettatia a linee cellulari quali
fibroblasti di embrione di pollo (CEF), epatociGKL) o cellule VERO, andando
in contro pero ad attenuazione della patogenicita.

Le uova embrionate vanno inoculate a 6 giorni dubazione nel sacco
vitellino. Dopo 8 giorni, il liquido allantoideo B membrana del sacco vitellino
vanno omogeneizzati e reinoculati per il secondesaggio. Dopo due o tre
passaggi, Si possono osservare emorragie embrienalcuni casi di mortalita.
Qualora siano presenti lesioni a carico degli eambyiil liquido prelevato dalle
uova puo essere inoculato su colture cellularcdso di campione positivo si puo
osservare un effetto citopatico, caratterizzatofatolai disseminati di cellule
rotonde e dalla formazione di sincizi (Butsal, 1989a; Coolet al,, 1999).

A seguito dell'inoculazione del campione su TO@yéntuale presenza di
AMPV sottotipo A o B, e dimostrata dopo 6-10 giorper la comparsa di
cigliostasi e il picco del titolo virale & raggionaéllincirca tra il terzo e il quinto
giorno post-inoculazione (Cookt al., 1991). Le TOC, preparate da embrioni
“specific pathogen free” (SPF) di pollo o di tacuhy rappresentano il metodo di
isolamento piu usato per i sottotipi citati, peveisi motivi: innanzitutto questa
tecnica € la piu sensibile in primo isolamento (lMaye Jones, 1993); e piu
economica rispetto alle uova embrionate, perchéndarachea € possibile ottenere
numerose TOC; la cigliostasi rappresenta un ooitgiii obbiettivo di valutazione
di crescita virale rispetto alle lesioni embrionafuesta tecnica ha pero lo
svantaggio di non permettere l'isolamento del $pwoC in quanto esso non &
cigliostatico (Cooket al, 1999). In questo caso € percio raccomandatprimo
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isolamento, I'uso delle uova embrionate (Cook, Z)00 l'utilizzo di coltura
cellulari quali QT-35 (Goyakt al, 2000) o fibroblasti di pollo.

Recenti studi col sottotipo C hanno inoltre induatlo altri substrati
cellulari come possibile mezzo per la propagaziemale; Kong et al (2006)
riportano I'utilizzo di fibroblasti di tacchino nahé di colture cellulari derivanti da
turbinati, reni e seni infraorbitali di embrionitacchino nonché da reni di pollo e
della linea cellulare immortale DF-1, ottenuta deska da embrioni di pollo.
Tiwari et al (2006) hanno testato con successo anche le itdé (Baby Grivet
Monkey Kidney), BHK-21 (Baby Hamster Kidney) e MA4 (sviluppata dal rene
di African Green Monkey).

Poiché gli effetti osservati sui substrati utilidzper l'isolamento sono
caratteristici ma non esclusivi dellAMPV, (ad egemla cigliostasi su TOC per i
sottotipi A e B puo essere determinata anche daaglenti quali I'IBV, il virus
della malattia di Newcastle e i Micoplasmi, occoo@nfermare il sospetto di
diagnosi mediante l'utilizzo di tecniche di iderd#zione virale. Queste ultime
sono rappresentate da: virus neutralizzazione, moffworescenza (IF) (Jonet
al., 1988), immunoperossidasi (IP) (O’Loan e Allag9Q; Catelliet al, 1998) o
osservazione diretta al microscopio elettronicaddet al, 1986; McDougall e
Cook, 1986; Buyet al, 1989a).

Va inoltre detto che alcuni dei primi isolamentnscstati fatti inoculando
in polli o tacchini SPF, o lo scolo nasale filtratotessuti omogeneizzati e filtrati,
di animali con sintomatologia respiratoria (McDoluga ook, 1986; Picautt al.,
1987; Buy=et al., 1989)

Una volta isolato il virus si puo procedere alla gipizzazione mediante
'uso di pannelli di anticorpi monoclonali (Coek al, 1993a; Collin®t al, 1993)
o mediante I'applicazione di protocolli di PolymeeaChain Reaction (PCR), in
grado di distinguere i diversi sottotipi virali llsubase delle differenze genotipiche
che presentano (Juhasz e Easton, 1994; Naykly 1997a; Danet al, 1999).

L’isolamento di AMPV in campo non e facile perché&irus persiste per
un tempo molto breve dopo l'infezione: il titoloraie massimo lo si rileva infatti
fra i 3 e i 5 giorni post infezione. Per tentansdlamento virale occorre quindi
campionare soggetti che ancora non manifestanoi segnci o con una
sintomatologia in fase iniziale (Cook e Cavanagb02). Questo fattore é
importante in particolar modo nel pollo, nel quidesintomatologia si evidenzia
tardivamente rispetto all'infezione in un perioaodui il titolo virale € basso. Un
ulteriore fattore che complica lisolamento viratkal pollo € la possibile
contemporanea presenza, in casi di malattia respaadi altri agenti quali il virus
della Bronchite Infettiva e della Malattia di Newgtla (Jones, 1996).
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7.3RICERCA DELL'ANTIGENE VIRALE

Un approccio piu semplice di ricerca del virus maw I'applicazione di
tecniche immunoistochimiche, quali I'immunofluoreaza e I'immunoperossidasi,
e della Polymerase Chain Reaction (PCR), per lavichehzione degli antigeni
virali direttamente su campioni di tessuti o dagami.

7.3.1 Immunofluorescenza e immunoperossidasi

Le metodiche d’ immunofluorescenza
diretta o indiretta (Baxter-Jones, 1986) sono state
utilizzate su sezioni di trachea e di turbinatilael
infezioni sperimentali, ma non in campioni
provenienti dal campo. Paragonando i risultati
ottenuti mediante questa prova con i dati ricavati
dall'isolamento del virus & stato evidenziato un
buon livello di corrispondenza tra le due metodiche
A suo favore l'immunofluorescenza (figura 8)
Figura 8. _ . presenta il vantaggio di essere di pill veloce
Immunofluorescenza indiretta . . . .
positiva per AMPV su sezione €S€cuzione rispetto all'isolamento virale; comunque
criostatica di trachea. la validita diagnostica nelle infezioni di campanno

(Archivio di Patologia Aviare. & ancora provata.
Universita di Bologna)

La tecnica di immunoperossidasi, messa a
punto da O’Loan e Allan (1990), e di veloce
esecuzione ma studi eseguiti da Catllal (1998)
suggeriscono che possa essere dotata di una seasshilita.

7.3.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Da una decina d'anni, anche per la diagnosi dellezioni da AMPV e
stata messa a punto la “Polymerase Chain Readt®@R), preceduta dallo step
della retrotrascrizione (RT), trattandosi di unugirad RNA. La principale
caratteristica di questa metodica € I'elevatissiggsibilitd in quanto tratti
predeterminati di RNA virale (target) vengono, trati a cDNA, quindi riprodotti
in modo esponenziale e amplificati. In tal modohenquantita molto piccole di
virus possono essere rilevate in tessuti infegnza la necessita di passaggi
preliminari in vitro. La specificita € condizionatfalla scelta di una sequenza
nucleotidica che sia posseduta unicamente dallAME®vanaghret al, 1997). |
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primi protocolli di RT-PCR sono stati messi a pustdla sequenza nucleotidica
del gene della proteina F (Jiregjal, 1993) e successivamente del N e G (Bayon-
Auboyer et al, 1999). Con la RT-PCR e stato possibile ideratiicil virus da
tamponi sia tracheali che esofagei per un lungemg@erdi tempo dopo l'infezione
(17-19 giorni). In aggiunta, i tamponi essiccatc@nservati per alcuni giorni a
temperatura ambiente hanno dato gli stessi risaléhtmateriale mantenuto umido

e congelato (Jingt al, 1993). E comunque importante ricordare che taita
PCR rivela RNA virale, non il virus vivo, per culiisignificato di una positivita alla
PCR in termini di determinazione di un’effettivdanione, rimane da stabilire e da
valutare anche in associazione ad altri strumeagrobstici.

Oltre che a scopo diagnostico la RT-PCR rivesteecaletto prima, un
ruolo importante nella tipizzazione degli isolatrali. Naylor et al., (1997b) ha
sviluppato un protocollo diagnostico in grado ifiiestenziare il sottotipo A dal B.
Negli Stati Uniti € stato messo a punto un tip&RdPCR che amplifica un tratto
del gene che codifica per la proteina M in gradadidignosticare solamente |l
sottotipo C (Pedersept al, 2000). Esiste, inoltre, un protocollo di RT-PCR
universale che amplifica un tratto del gene N, adg di evidenziare tutti e 4 i
sottotipi di AMPV attualmente conosciuti (Bayon-Aayeret al, 1999).

Le tecniche di biologia molecolare, in futuro, mitibero permettere la
differenziazione dei virus vaccinali dai virus @ingpo (Cook, 2000b). Cavanagh
al. (1999) sono stati in grado di differenziare lug vaccinale del sottotipo B dai
ceppi di campo mediante I' applicazione di una B@dRT-PCR su un tratto del
gene F e successivo clivaggio mediante specifictudmucleasi che ha prodotto
due diversi pattern di restrizione. Infatti Cavamag al (1999) hanno osservato
che il ceppo vaccinale e i ceppi di campo diffevist per un nucleotide in
posizione 979: [l'adenosina sostitusce la guanind oeppo vaccinale.
L’endonucleasi Mboll, utilizzata in questa provaggenta come sito di restrizione
‘GAAGA (N)3' ed € in grado di tagliare il gene F dn ceppo di campo in
posizione 937 e 991. Al contrario il gene F delsivaccinale € tagliato solo in
posizione 937 poiché la sostituzione della guaesma I'adenina (979) impedisce
all’endonucleasi di riconoscere il secondo siteegtrizione (991).

Sono stati sperimentate anche Multiplex RT-PCR |aerrilevazione
contemporanea di piu agenti virali a tropismo nesprio, come ad esempio
AMPV sottotipo C e NDV (Ali e Reynolds, 2000), mache AMPV-C, NDV e il
virus dell’Influenza Aviare (Malilet al, 2004). Infine, ultimamente, si e riusciti ad
utilizzare la tecnica quantitativa Real Time RT-PE& la rilevazione di tutti e
guattro i sottotipi deMetapneumovirugviare con ottimi risultati (Guioniet al.,
2007).
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7.4DIAGNOSI SIEROLOGICA

Le tecniche sierologiche che permettono di idesd@r gli anticorpi sierici
specifici per AMPV sono I'immunofluorescenza indiee (Joneset al, 1986;
Baxter-Jonest al, 1989; O’Loanet al, 1990), la sieroneutralizzazione con un
ceppo virale di referenza (McDougall e Cook, 19Béxter-Jonest al, 1989) e
I'enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Cletl Wyeth, 1988; Baxter-
Joneset al, 1989; O’Loaretal., 1990).

Il primo metodo prevede ['utilizzo di organocoltuleanelli tracheali o di
sezioni tessutali su cui sono presenti gli antigenali, e di globuline anti-
anticorpo coniugate con fluoresceina specie-sphaf(Baxter-Jonest al, 1989).

La sieroneutralizzazione identifica gli anticorpiiersci basandosi
sull'inibizione della replicazione del virus sulbstrato. In presenza di anticorpi
non si evidenziano le caratteristiche alterazi@ssutali virus indotte quali la
cigliostasi su TOC. Questa tecnica € dotata di sevesibilita simile al’ELISA
(Cook, 2000b), ma € lenta e indaginosa (Jones,)19@6 cui il suo utilizzo é
limitato a prove di cross neutralizzazione traviedsi ceppi virali o in alternativa
allimmunofluorescenza, in indagini sierologichespecie aviarie per le quali non
sono disponibili le antiglobuline specifiche (JonE396).

Per le indagini sierologiche di routine, queste ad&he sono state
soppiantate dai test ELISA che offrono il vantagdioessere rapidi, facilmente
automatizzabili e non soggettivi (Baxter-Jones al, 1989). Esistono in
commercio due tipi di test ELISA.

Il primo metodo é 'ELISA diretta in cui il sieroadtestare viene posto in
appositi pozzetti su cui € adsorbito il virus. Saggivamente sono aggiunte le
antiglobuline specifiche per la specie in esamercata con I'enzima, che si
legano agli eventuali complessi antigene-anticdopmatisi. Infine la presenza e il
titolo anticorpale sono evidenziati dall’aggiuntal c&cromogeno, su cui agisce
I'enzima che, in caso di positivita, sviluppa ureazione colorimetrica la cui
intensita € misurata allo spettrofotometro.

La seconda metodica e definita ELISA “blocking” coimpetitiva” e si
basa sulla competizione tra gli anticorpi del siel@ analizzare e anticorpi
monoclonali (Mab)-anti AMPV nei confronti dell'agigne virale adsorbito alla
piastra. Gli anti-anticorpi coniugati con I'enzirmano diretti contro i Mab che si
legano all’antigene solo in assenza di immunoglolukieriche specifiche per
'AMPV. Questo secondo tipo ha il vantaggio di noohiedere l'uso di anti-
anticorpi specie specifici e, quindi, di poter essatilizzato per saggiare sieri di
tutte le specie animali. In commercio é present&itiELISA blocking in grado di
evidenziare anticorpi anti-AMPV del sottotipo A eell e stato messo a punto un
Kit analogo per il sottotipo C (Turpket al, 2003).
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| Kit ELISA in commercio sono allestiti a partireadantigeni virali del
sottotipo A, B o C. Eterodos®t al (1995) hanno evidenziato l'importanza
dell’antigene nel test ELISA, suggerendo che l'dsan antigene inappropriato
puo portare a falsi negativi, a causa dell’incaggadii rivelare la presenza di
anticorpi eterologhi. Infatti, comparando tre dsieKit, mentre la specificita e
risultata pari al 100% in tutti e tre, differenzene state notate nell’ambito della
sensibilita (Mekkes e de Wit, 1998). Il problemat&to analizzato anche da Jones
et al. (2000) attraverso uno studio eseguito su pdhicehini sottoposti a differenti
protocolli vaccinali e infettati sperimentalment® &copo di testare i sieri con due
diversi Kit ELISA, uno preparato con antigeni dettstipo B (Kit 1) e I'altro con
antigeni del sottotipo A (Kit 2). Nei tacchini, geguito alla somministrazione ad
un giorno di un vaccino del sottotipo A, il Kit 2 hivelato la presenza di anticorpi
a 21 giorni, ma l'altro Kit ha dato esito negativa. tacchini vaccinati con il
sottotipo A ad un giorno, e sottopoti ad infeziah@rova a 21 giorni con un virus
del sottotipo B e sottoposti a prelievo ed esamm®i®gico a 35 giorni, entrambi i
test hanno dimostrato una sensibilita simile. fentrambi i test hanno dato lo
stesso risultato anche in tacchini non vaccinatifettati a 21 giorni con il ceppo
Francese del sottotipo B. Nei polli vaccinati cottaipo A ad un giorno e testati
per antocorpi specifici a 21, il Kit 2 e risultatoolto piu sensibile. Cio si e
verificato anche nei polli che hanno subito il ¢ale con AMPV sottotipo A.
Invece, a seguito dell'infezione di prova con urusidel sottotipo B, entrambi i
test hanno dimostrato una sensibilita simile (Jened, 2000).

Per ovviare a tale problema, diverse sono le sohizpossibili. Giacche
l'utilizzo di due Kit (sottotipo A e sottotipi B) r ogni siero in esame
implicherebbe un notevole aumento dei costi, unr@mo potrebbe consistere
nella messa a punto di un’ELISA bivalente sulla piastra sono adsorbiti gli
antigeni virali di entrambi | sottotipi. Comunqueuesto metodo potrebbe
determinare una riduzione della sensibilita conges L'utilizzo di un ELISA
allestita con subunita virali, in cui sono presaalio quegli antigeni importanti per
rivelare la sieroconversione, potrebbe fornire nn@ggrisultati. Infatti, la
rimozione di antigeni virali irrilevanti, permet@o di inserire nel test le
componenti di entrambi i sottotipi, potrebbe induum aumento della sensibilita
(Jone=t al,, 2000).

L’identificazione di altri sottotipi virali, comd sottotipo C, ha complica il
quadro e introdotto la possibilita che molte vaiidnAMPV esistano, per ognuna
delle quali potrebbe essere necessaria I'applinazilb un test ELISA con antigene
omologo (Jonegt al, 2000). Negli Stati Uniti & stata messa a pumttISA
basata sulla proteina di matrice (M) di AMPV. Etatscelta questa proteina poiché
il gene M e altamente conservato e presenta pi®8% di similarita tra ceppi
dello stesso sottogruppo e il 73% tra ceppi debgotippi A e B. E stato inoltre
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dimostrato che tale proteina € dotata di attivitétigenica, perché é stata
evidenziata la presenza di anticorpi anti proté&han sieri di animali in corso di
infezioni di campo. Questa metodica e risultata tsmaensibile in quanto ha
evidenziato il 97,1% di soggetti infettati sperir@mente, rispetto al 54,5%
dell’ELISA usata di routine (Gulagt al, 2000).

L'utilizzo di peptici sintetici come antigeni perELISA sembra un
approccio molto vantaggioso anche per APV per atiariotivi tra cui la facilita di
sintesi della proteina e il relativo basso cost@miduzione, I'alta riproducibilita
del test. Alvarezt al. (2004) hanno messo a punto un test ELISA chezmdili
come antigene la prima porzione della proteina Kgn#nte conservata nei
sottotipi A, B e C. Tale test risulta universalegheé € in grado di rilevare anticorpi
dei tre sottotipi. Il sottotipo D non e stato ineetestato. Inoltre la scelta del
peptide N come antigene per test sierologici sengissere ottimale poiché tale
proteina € espressa in quantita elevate duramtfeione dell’'ospite, risultando in
un alto titolo anticorpale, come evidenziato dalstondotti sul virus respiratorio
sinciziale bovino.

Da ultimo, Maherchandanet al. (2004), hanno svolto uno studio per
valutare la possibilita di esaminare i sieri in paei test ELISA, evidenziando
come l'uso di pool non comporti diminuzioni dellaopabilita di evidenziare
gruppi di animali infetti e rappresenti una sigerafiva riduzione dei costi.
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8. CONTROLLO DELLA MALATTIA

La vaccinazione e I'unico metodo di controllo edite delle infezioni da
AMPV. | programmi vaccinali prevedono l'utilizzo diaccini vivi attenuati e
spenti. Sia i tacchini da carne che i broiler possessere vaccinati ad 1 giorno, in
incubatoio, 0 a 7 giorni, in allevamento, e queasiaossibile anche in animali nati
da madri immuni perché gli anticorpi materni, preséino alla terza settimana
d'eta, non interferiscono con la replicazione daluy vaccinale ed |l
conseguimento della protezione immunitaria (Nagloal, 1997b). Si utilizzano in
questo caso vaccini vivi attenuati somministratieferibilmente mediante
instillazione oculo-nasale, che permette di fangere il vaccino a contatto con le
superfici mucose da proteggere, 0 spray a grosseego acqua da bere. La
vaccinazione con vaccini vivi stimola una rispastmunitaria locale assicurando
la produzione di specifiche IgA e la comparsa dfociti T citotossici antigene
specifici. Al contrario la vaccinazione con vaccineo per via parenterale, induce
la produzione di anticorpi umorali in assenza deudenziabile risposta locale, ed
e percio inefficace nella protezione degli animadii confronti della forma
respiratoria (Sharmat al, 2002). La via oculonasale € preferibile rispeitia
somministrazione mediante spray o nell’acqua da,myiché assicura che tutti gli
animali assumano la stessa dose di vaccino. Uaavackinazione potrebbe essere
in grado di proteggere i tacchini in accrescimepéo tutta la loro vita (Cook,
2000a). E stato perd dimostrato che la vaccinaziome ceppi attenuati del
sottotipo A o B determina una completa proteziolm@oa da ceppi omologhi ed
eterologhi per un periodo di tempo non superioid gettimane. Per prolungare |l
periodo di protezione, giacché i tacchini terminéiaocrescimento a 17 settimane
d’eta, e quindi opportuno effettuare un richiameaomale sempre con un vaccino
vivo attenuato (Van de Zands al, 2000). A seconda della ditta produttrice é
previsto un solo richiamo a 5-6 settimane d’etéi(t#ervet), o piu richiami,
rispettivamente a 3 e a 7-9 settimane d’eta, sedmiina quarta vaccinazione, a 14
settimane, in zone ad alto rischio d’'infezione i(8é&rial). Nei broiler, invece, una
sola vaccinazione puo proteggere gli animali p&iatia vita produttiva (Cook,
2000a).

| programmi vaccinali per le pollastre e i ripraut includono l'utilizzo di
vaccini inattivato per proteggere adeguatamentenzione riproduttiva. Numerosi
studi, sia nella tacchina che nella gallina, hadmoostrato come il solo vaccino
vivo attenuato riduca il calo della deposizione, n@n basti per scongiurarlo
totalmente. Al contrario il vaccino spento previe@oapletamente tale aspetto, ma
non € in grado da solo di evitare la sintomatologiapiratoria (Cooket al,
2000b). Percio, in questi animali, la profilassiceiaale prevede [liniziale
somministrazione di un vaccino vivo attenuato siegdall'impiego di un vaccino
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spento prima dell'inizio dell’ovodeposizione. Neticchina riproduttrice spesso si
effettua un richiamo con vaccino vivo attenuato @@p6 settimane dalla prima
somministrazione. Se ben eseguiti, tali piani grgtmo gli animali per tutto il
ciclo produttivo (dati Intervet e dati Merial).

E stata anche studiata la possibilita di sommizzsdine del vaccini ovo
che nel tacchino ha fornito una completa proteziomeanimali sottoposti a
challenge a 3-5 (Worthingtaet al, 2000) e a 14 settimane di vita (Worthingédn
al., 2003). Hesgt al. (2004) hanno messo in evidenza come dopo vacomnmazi
ovo i broiler mostrino titoli anticorpali piu alti rgito ad animali vaccinati a 1
giorno di vita, e come non sia possibile reisolaMPV dopo la vaccinazione.
Studi piu recenti hanno evidenziato come in segaiv@ccinazioné ovoin polli
e tacchini I'immunita umorale insorga rispettivarteea 5 e 8 giorni dalla schiusa e
duri fino a 46 giorni nel pollo e 9 settimane redc¢hino (Tarpey e Huggins; 2007).
Nel pollo si pone inoltre il problema della posklinterferenza del virus vaccinale
della bronchite infettiva (IBV), sulla replicazioed’efficacia di AMPV vaccinale.
Studi effettuati da Cooket al (2001) hanno evidenziato infatti che,
somministrando un vaccino vivo attenuato della Bhote infettiva 1 settimana
prima rispetto a un vaccino vivo attenuato dell’AW|RI reisolamento del ceppo
vaccinale del Metapneumovirusaviare € ritardato e molto ridotto. Questa
interferenza si evidenzia anche in una diminuziole#ia risposta anticorpale
AMPV indotta. Sempre nel pollo Ganapatey al (2005) hanno studiato
I'interazione delle vaccinazioni con virus viviepNDV e AMPV somministrati
contemporaneamente , notando come i livelli anpiarsierici per quest’ultimo
fossero piu bassi rispetto alla somministraziomgan; va detto pero che gli
anticorpi presenti nel fluido lacrimale non mostaw variazioni. Nonostante cio |l
challenge con ceppi virulenti ha dimostrato che t@ntemporanea
somministrazione vaccinale con AMPV e NDV determina completa protezione
(Ganapatht al., 2007).

Diversi studi sono stati condotti allo scopo diutale il grado di cross-
protezione tra i vari sottotipi, giacché i vacomii in commercio sono costituiti da
ceppi virali di tipo A, B o C (Girauet al, 1987; Cooket al 1989a; Patnayak e
Goyal, 2004). E stata dimostrata in linea di maasima buona protezione crociata
tra i sottotipi A e B (Cooket al, 1995; Eterodosset al, 1995; Toquinet al,
1996). Van de Zandet al (2000) hanno pero evidenziato una non completa
protezione nei confronti del virus eterologo dat@ati entrambi i sottotipi. In
animali vaccinati a due settimane e infettati asgftimane é stato osservato un
maggior grado di replicazione virale, rispetto gggiti infettati a 5 settimane. Cio
indica che la cross-protezione diminuisce nel calsguesto periodo (Van de
Zandeet al, 2000). Infine i ceppi vaccinali A e B sono inado di indurre
protezione nei confronti del sottotipo C e del aeppn A\non B isolato in Francia
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(Toquin et al, 1999). Al contrario la vaccinazione eseguita dosottotipo C
riduce la comparsa di segni di malattia consegugntn challenge con un virus
virulento del sottotipo A, ma non del sottotipo®opket al., 1999).

Negli Stati Uniti sono stati studiati vaccini tersamsibili, adattati a
crescere a basse temperature; AMPV € infatti umisvia stretto tropismo
respiratorio e sembrerebbe un candidato ideal@pesto tipo di vaccino. Diversi
studi hanno mostrato come, in seguito a challemgegstante il livello anticorpale
sierico fosse relativamente basso, gli animali wedg non solo non
manifestassero sintomatologia, ma non si evideseiaseppure eliminazione
virale; la protezione conferita da tali vaccini $#en durare anche 15 settimane
(Patnayak e Goyal, 2004).

Per la profilassi di alcune patologie aviari vengamsati vaccini vivi
naturalmente attenuati: € il caso ad esempio ggiacéa Sota per la Pseudopeste.
Sono stati sperimentati anche pemMeétapneumovirussolati virali che si sono
dimostrati apatogeni. Benneadt al (2005) hanno isolato da un'oca canadese un
ceppo con un gene G particolarmente grande, ilgpainde osservato in tutto il
genereMetapneumovirud.'inoculazione di tale virus in tacchini ha datéemone
ma non sintomatologia, e un successivo challengeeppo di campo virulento ha
mostrato una lieve sintomatologia solo nel 33% id&gimali, mentre gli altri non
hanno sviluppato alcun sintomo. Anche il ceppo ranisblato in Francia (Toquin
et al, 1999), si e dimostrato apatogeno per i tacahipotrebbe essere oggetto di
studi futuri per tale fine (Toquiat al, 2006b). Tuttavia ulteriori ricerche saranno
necessarie per capire se questa via puo esserealaapportunita per lo sviluppo
di nuovi vaccini.

Dal momento che ilMetapneumovirusaviare € un virus a RNA
geneticamente instabile, va attentamente consalkxagossibilita che i ceppi virali
attenuati vadano incontro, nel tempo, ad una revesa virulenza (Jones, 1996).
La sequenziazione dell'intero genoma di due cepgcwali e dei corrispondenti
ceppi progenitori ha dimostrato la presenza diamigalterate dal processo di
attenuazione. Eseguendo molteplici passaggi sedaliun vaccino vivo in
condizioni sperimentali, il virus riacquista cagaatli provocare malattia e il suo
genoma, in corrispondenza delle sopra citate rggr@cquista le caratteristiche
del progenitore (Nayloet al, 2002). Catelliet al. (2006) hanno dimostrato la
reversione a virulenza di un vaccino sottotipo é&laso durante un focolaio di TRT
in tacchini di 18 giorni che inoculato in soggéatticondizioni biologiche é stato in
grado di riprodurre malattia riferibile a TRT. Qteespossibilita e stata
recentemente confermata da Ricchi&tzal.,(2008) che riporta un focolaio di TRT
da AMPV di origine veccinale in tacchini di 7 seténe.

Attualmente le ricerca stanno sempre di piu tendalld messa a punto di
vaccini ottenuti medianti tecniche di biologia nmitare. Qingzhongt al (1994)
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hanno ottenuto un vaccino dotato di una certa affez mediante la tecnica del
DNA ricombinante applicata sul virus del vaiolo @a e il gene della proteina F
dellAMPV, uno dei maggiori immunogeni (Yet al; 1994), che veniva espressa
in superficie come antigene maggiore. Tarpstyal. (2001) hanno indotto
I'espressione del gene F del sottotipo C da pagteDINA plasmidico ed hanno
studiato quale fosse il tipo di risposta immunéasviluppata nei tacchini. In
seguito a due iniezioni intramuscolari di tale plade é stata evidenziata, mediante
un’ELISA specifica per il sottotipo C, una rispostaticorpale omologa. E stato
osservato inoltre che tali anticorpi possono rigmeoe anche il sottogruppo A di
AMPV, ma non sono in grado di neutralizzare néasalel sottotipo C, né del
sottotipo A o B. Infine, a seguito di un challerg un ceppo Colorado virulento,
non e stata evidenziata una protezione clinicaifsigiiva ma solo una risposta
sierologica anamnestica. Cio suggerisce che gurdlaita sia solo una risposta
Immunitaria sistemica ma non locale. Al contrariap€zynski e Sellers (2003)
hanno testato la vaccinazione con DNA plasmidigmiegente il gene F o N. Gli
autori hanno ottenuto con solo con il gene F uraegrione significativa dopo
challenge con AMPV, con limitata escrezione viral&assenza di segni clinici,
mentre il gene N ha conferito protezione nulla.dbfinaloghi sono stati esequiti,
In seguito, anche da altri ricercatori americ&wyindarajaret al; 2006). Inoltre
Charyet al (2005) hanno valutato I'efficacia di vaccini retmnanti utilizzanti le
proteine N e M in associazione o0 singolarmente; s@mministrazione
intramuscolare ha determinato una protezione dé¥dth seguito a infezione di
prova.

Infine Naylor et al. (2004) hanno messo a punto un sistemaederse
genetics che permette di modificare il genoma deletaneumovirusaviare
introducendo mutazioni in punti specifici, 0 esegdo delezioni o inserzione di
interi geni, ed ottenere cloni infettivi modificaeneticamente. Tale sistema potra
permettere la produzione di una nuova generazioneaccini vivi piu stabili ed
efficaci di quelli attualmente disponibili.

A tutt'oggi I'eradicazione del virus da zone endelna con alta densita di
allevamenti avicoli risulta impossibile. Troppo poc infatti conosciamo
sull’'ecologia virale, ad esempio non sappiamo amcprale sia il serbatoio di tale
malattia e il meccanismo di trasmissione non € i@ndel tutto chiarito. | vaccini
inoltre sono si un ottimo mezzo di controllo peranho mostrato una certa
instabilita e non sempre conferiscono una perfettss-protezione fra i diversi
sottotipi (Cook, 2000). Sono pochi i casi di eradione di AMPV riportati. In
Colorado ad esempio e stata possibile grazie atnetia applicazione delle norme
di biosicurezza e a buone pratiche di gestionei ddlglvamenti (Cook, 2000). In
Svezia inizialmente si tento di bloccare I'epiz@zon lo stamping out di tutti gli
animali colpiti, rigide restrizioni nei movimenti eontatti fra gli allevamenti
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colpiti, nonché un minuzioso piano di screeninglepiiologico sia sierologico che
con RT-PCR degli allevamenti apparentemente nopitcoNonostante ci0O Si
manifestarono nuovi focolai di infezione e si dectuindi di cambiare misure
sanitarie e di effettuare una vaccinazione di maséee si riveld cruciale
nell’eradicazione del virus dal paese scandinavoggEom et al 2000). Va
tuttavia precisato che sia il Colorado che la Swvgmssiedono una popolazione
avicola ridotta, rispetto ad altre aree come adhesgzil Nord Italia o il Minnesota.
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STUDIO A

STUDI LONGITUDINALI DI CAMPO

A.1. INTRODUZIONE

Le prime segnalazioni di TRT in Italia sono rip¢etanegli anni 1987-88
(Fabris e D’Aprile, 1990; Franciosi C., comunica®Bgersonale) e la tipizzazione
molecolare dei primi isolati ha mostrato come afgreassero al sottotipo B
(Juhasz e Easton, 1994). Da allora la malattiadmircuato ad essere osservata
(Fabriset al, 1998) ed € comparsa anche nel pollo e nel fagi@adelli et al,
2001). Indagini epidemiologiche piu recenti, svaltgprima in aree del Veneto ad
elevata vocazione avicola e, successivamente,eesigsallevamenti del centro
Italia hanno confermato I'ampia diffusione del stfio B ed evidenziato, per la
prima volta nel 2003, la presenza del sottotipo Gatélli et al, 2002, 2004,
Cecchinatcet al, 2003).

Per la profilassi della TRT, sin dall'inizio deglnhni '90, sono stati ampiamente
utilizzati vaccini vivi attenuati; fra quelli dispdoili nel nostro Paese, quello
maggiormente utilizzato apparteneva al sottotipd\Bi. primi anni, allo scopo di
determinare la migliore modalita di somministragpih vaccino e stato impiegato
a “spot”, per via oculare o spray, a dosi variabilhon standardizzate a seconda
della percezione del problema. Solo dalla fine #8801 la vaccinazione ha
cominciato ad essere praticata a tappeto, ad umaidi vita, via spray, in
incubatoio ed ha tenuto in gran parte la malatttoscontrollo.

Nonostante la diffusione a tappeto della praticaccwvele, recenti dati
epidemiologici (Catelli, 2006) hanno mostrato cosneiscontrino ancora con una
certa frequenza focolai di malattia. Infatti, no@odée siano diminuite
complessivamente negli anni le positivita per AMBY g verificato un aumento
del numero dei focolai in eta avanzata (43-90 giolineta), anche in animali
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vaccinati correttamente e con vaccino del medeswoitotipo virale causa del
focolaio.

Allo scopo di ottenere informazioni sulla dinamdalle infezioni da AMPV
nei gruppi vaccinati, in questo primo studio sortates eseguite due indagini
longitudinali in gruppi di tacchini da carne vaainal primo giorno di vita per la
TRT con vaccino sottotipo B. Abbinando tecnichegdiastiche molecolari ad
iIsolamento virale, i gruppi sono stati monitoratiedvolte la settimana per la
presenza di AMPV in associazione o meno a formginasrie, fino all’eta di 14
settimane. Al fine di differenziare virus di camga quelli di origine vaccinale,
ceppi selezionati sono stati caratterizzati in oz genomiche marker ed
analizzati dal punto di vista filogenetico.
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A.2. MATERIALI E METODI

A.2.1. Gruppi oggetto d'indagine e campionamento

Sono stati oggetto di indagine due gruppi di tagickia carne situati in
Veneto. | gruppi sono stati denominati A e B e quisti a vaccinazione per
AMPV via spray in incubatoio, con vaccino vivo att@ato sottotipo B, quindi
campionati per indagini diagnostiche per AMPV.

Considerando che l'infezione da AMPV ha una mdgbithe facilmente
raggiunge il 100% (Stuart, 1989) e quindi prevadeaitese sicuramente superiori
al 25%, e che la popolazione di ciascun gruppc>eB&00 soggetti, 10 campioni
per gruppo erano sufficienti per evidenziare landee con un livello di confidenza
del 99% (Canon e Roe, 1982). Due volte la settimaim@ a 14 settimane di eta,
sono stati eseguiti tamponi rinofaringei, da 10 gedty per gruppo, scelti

‘ casualmente; da ogni animale venivano
raccolti due tamponi destinati uno
all'isolamento virale e I'altro
all’evidenziazione del virus mediante
RT-nested PCR sottotipo A e B
specifica. | tamponi rinofaringei erano
eseguiti penetrando nelle cavita nasali
tramite la fessura palatina, come
illustrato in figura A.1., quindi aderendo
P — LY al faringe con movimenti rotatori. |
tamponi per RT nested—PCR (paragrafo
A.2.2) erano lasciati asciugare per
almeno 20 minuti all’aria allo scopo di
limitare la crescita di batteri e/o muffe, succeasiente erano riposti nel loro
contenitore e trasportati in laboratorio a tempeeambiente. | tamponi destinati
all'isolamento virale (paragrafo A.2.3.) erano intiaamente immersi in una
provetta sterile contenente 4 ml di terreno MEM $6X, e mantenuti a
temperatura di refrigerazione fino alla preparagiatell'inoculo che avveniva
appena giunti in laboratorio.

Figura A.1. Modalita di esecuzione di un
tampone rinofaringeo.

A.2.2. RT nested-PCR sottotipo A e B specifica peliagnosi e
tipizzazione di AMPV

| tamponi per RT nested-PCR sono stati processabol da 10.
A.2.2.a Estrazione del’lRNA virale
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L'estrazione del’lRNA virale é stata effettuata @edo Li et al. (1993), e
prevedeva |'utilizzo d5olution Dcontenente Guanidina Tiocianato.

Preparazione dell8@olution D

Dapprima € stata preparateStock solutiorcome riportato di seguito:

100 g di guanidina tiocianato (Guanidine thiocyanfr molecular biology,
>=99%, Cat. N. G9277-110G, Sigha

« 7.04 ml di citrato di sodio 0.75 M (Citric acid, ICAl. C-3434, Sigm3 (ph 7);

* 10.5 ml di N-Lauroylsarcosine al 10% (N-Lauroylsasine, Cat. N. L-5000,
Sigm&);

« 117 ml HO deionizzata o distillata.

La Stock solutionveniva agitata su piastra riscaldata a 40°C sinmompleta
dissoluzione. L&olution Dveniva ottenuta aggiungendo 7 pl di 2-mercaptétano
(2-mercaptoethano-mercaptoetanolo 98%, Cat. N. M-3148, SIGRjAad ogni
ml di Stock solution

Estrazione dell’lRNA da tamponi

Per la processazione di un campione costituito migaol di 10 tamponi si

procedeva come di seguito descritto:

» siversavano 1 ml dsolution Din una provetta acido resistente con tappo a vite

* siimmergevano i tamponi, per 1-2 secondi, unovpéa, nellaSolutionD

* Si re-immergevano i tamponi una seconda volta eypetempo maggiore,
avendo cura di comprimerli accuratamente sullatpatella provetta

» il campione inSolution Dveniva posto a -80°C per almeno 2 ore

» siprocedeva quindi allo scongelamento veloce qua@ temperatura ambiente

* in un'altra provetta, identica alla precedente,ivamo posti: 40 ul di acetato di
sodio 2M a ph 4,1; 520 ul di Fenolcloroformio, diiraggiunti 400 ul del
campione in esame

* la provetta veniva vortexata per 5-10 sec. e ssom@dente centrifugata a
14.000 rpm per 5 min

» il campione risultava ora diviso in due fasi; lgpstore veniva trasferita in una
nuova provetta tipo “eppendorf’ da 1,5 ml ed adaegsniva aggiunto un
volume uguale di isopropanolo (2-propanol 99.5%)
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» la eppendorf veniva quindi rovesciata per un paigolte, per mescolarne il
contenuto, prima di essere posta a -20° C perd.2 or

» il campione, dopo essere stato rimosso dal fregeerya centrifugato a 14.000
rpm per 15 min

il contenuto della provetta veniva delicatameniteielato, facendo attenzione a
non perdere il pellet eventualmente formatosi satlb, ed il precipitato veniva
lavato con 1 ml di etanolo al 100%, e lasciatowggaie per 10 minuti.

» il precipitato veniva risospeso in 30 pl di acqua piologia molecolare, poi
utilizzato nella reazione di retrotrascrizione.

A.2.2.b. RT nested-PCR

Per evidenziare AMPV dallRNA estratto dai tampamofaringei € stata
impiegata la RT nested-PCR descritta da Cavareagh. (1999), disegnata sulle
sequenze del gene che codifica per la proteinaiaék e Easton, 1994).

Retrotrascrizione (RT)

Per la reazione di retrotrascrizione del’/RNA a DNAniva preparata una
mix di reazione di volume finale di 4@ costituita da: 2ul di Improm-II™ 5X
Reaction Buffer (Promega); 11@ MgCl,; 0.5 ul di dNTP (Promega); 2.8l di
H,O per biologia molecolare (SIGMA); 0.26 di RNAsIn® Plus RNase Inhibitor
(Promega); 0.5 di Improm-II"™ Reverse Trascriptase (Promega), e QI8
oligonucleotide G6- (10 pmall). A tale mix andavano da ultimo aggiunti una
goccia di olio minerale (SIGMA) e fl dellRNA risospeso. La reazione era
ottenuta tramite incubazione in termociclatore g@minuti a 42°C e per 5 minuti
a 94°C.

Nested-PCR

La “nested PCR” e una protocollo in cui si esegudoe amplificazioni
successive denominate PCR 1 e PCR 2. Il primo &iogib viene utilizzato come
templato su cui far avvenire la seconda reaziotilezando oligonucleotidi interni
rispetto alla precedente. Nel protocollo da noliazato, i primers della PCR 1,
Gstart+ e G6-, sono detti “universali”, in quantms in grado di amplificare una
porzione del gene G comune ai Metapneumovirus iasi@totipo A e B. | 3
primers per la PCR 2 sono in grado di evidenziare e diffelare AMPV-A e
AMPV-B. Il primer antisenso G5- € comune ai sottotipi A e B, edd plumers
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senso sono specifici, uno per il sottotipo A (G8+A)grado di generare un
frammento di 268 bp, e l'altro specifico per il tetipo B (G9+B) in grado di

generare un frammento di 361 bp (figura A.2.).

PCR 1

Per la PCR 1, del volume finale di R e stato utilizzata la seguente mix:
2.5 ul di 10X Buffer (Fisher Molecular Biology);l di MgCl, (25 mM); 0.5ul
dNTP (Promega); 18.87% di H,O per biologia molecolare (SIGMA); 018 (10
pmol\ul) di ciascunprimer (Gstart+ e G6-) e 0,12al di Amplibiotherm DNA
Polymerase (Fisher Molecular Biology). A tale mixdavano da ultimo aggiunti
una goccia di olio minerale (SIGMA e 1l di prodotto della RT (cDNA). II
termociclatore era programmato come segue: pregiezaine a 94°C per 15 sec.;
35 cicli di amplificazione caratterizzati da 1 fatiedenaturazione a 94°C per 15
sec; appaiamento a 50°C per 20 sec. ed estensi@@éGyper 40 sec.

Figura A.2. Elettroforesi in gel di
agarosio di amplificati da RT Nested-
PCR per AMPV sottotipo A e B. DNA
Marker (linea 3); prodotti da AMPV
sottotipo B (linea 1: amplificato di 361
pb) e sottotipo A (linea 2: amplificato
di 268 pb).

PCR 2

Per la PCR 2 veniva
utilizzata una mix identica a
quella della PCR1 ad
esclusione dei primers
utilizzati(G8+A, G9+B, Gb5).
A tale mix venivano aggiunti
0,54 del prodotto della
PCR1. Questa fase veniva
eseguita con estrema cautela
dato il rischio di
contaminazione dovuta alla
manipolazione di un
amplificato. La mix di
reazione con il campione
veniva sottoposta allo stesso
ciclo di amplificazione

descritto per la PCR 1. | risultati della amplizeane erano visualizzati con corsa
elettroforetica su gel di agarosio al 2% coloratm dromuro di Etidio. Per
evidenziare 'andamento della corsa (figura A.2)5 ul di campione € stato
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aggiunto 1ul di blu di bromofenolo. La specificita del prodo# stata valutata con
'uso di unmarkerdi riferimento (X174 RF DNAHaelll Fragments, Invitrogen).

A.2.3. Isolamento AMPV su colture di anelli trache&d di embrione di
pollo (TOC)

L’isolamento virale € stato eseguito su colture agielli tracheali di
embrione di pollo (TOC). Queste sono state prepaaiartire da uova embrionale
di pollo specific pathogen free (SPF) al 18-20°rigoodi incubazione. AMPYV e in
grado d’'infettare e successivamente produrre tAgysn queste colture osservabili
con microscopio ottico rovesciato.

L’isolamento virale e stato eseguito solo dai tampga MEM SF i cui
corrispettivi tamponi a secco erano risultati pesper AMPV alla RT nested
PCR.

A.2.3.a Preparazione del terreno di coltura Minimugssential Medium Free
Serum (MEM-SF)

Nelle TOC é stato utilizzato terreno di coltura ME¥vo di siero animale (SF),
addizionato con Penicillina e Streptomicina. Ng@lfaparazione €& stato impiegato
MEM 10X, bicarbonato di sodio al 7,5% P/V, per poetil terreno al pH finale di
7,2, ed acqua deionizzata sterile per portare anwel E’ stata aggiunta soluzione
antibiotica Penicillina-Streptomicina, per ottenemga concentrazione antibiotica
finale di 200 unita di Penicillina G sodica e 20@crmgrammi di Streptomicina
solfato per ml di terreno. Come terreno di tragperstato invece utilizzato MEM-
SF ad una concentrazione antibiotica 10 volte ntaggMEM-SF 10X).

Successivamente 500 di MEM-SF sono stati distribuiti in provette detro
sterili con micropipetta di precisione. Ogni prdaetontenente terreno di coltura é
stata accuratamente chiusa con un tappo di siliceele, dopodiché tutte le
provette sono state poste nel tamburo rotante pmrefie ed incubate ad una
temperatura di 38 + 1°C in frigotermostato.
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A.2.3.b. Preparazione delle TOC

Estrazione deqli embrioni dalle uova

Le uova embrionate sono state sperate e quelleeptdarione morto o chiare
eliminate. Il guscio e stato disinfettato con etarad 70% e, non appena l'etanolo
€ evaporato, con un paio di pinze si é rotto ilcgusn corrispondenza della
camera d’aria. Messa in evidenza la membrana tsstace proceduto alla sua
asportazione, all'estrazione dell’embrione tranptaze chirurgiche ed alla sua
soppressione mediante recisione del midollo alltsmga

Prelievo delle trachee

Ogni embrione morto e stato posto in una capsuta Bievetro in posizione
supina e, mediante taglio della cute del colloadalhse del becco all’ingluvie, e
stata esposta la trachea. Il tessuto connettivo attenda la trachea e stato
accuratamente rimosso con pinze a punta sottileteathea asportata e posta in
una tubo di vetro sterile contenente MEM-SF. E ingutte asportare dalle trachee
guanto piu connettivo possibile per facilitaredad di taglio e perché i fibroblasti,
replicandosi in coltura, potrebbero riempire il kintracheale ed ostacolare
I'osservazione della motilita ciliare.

Taglio delle trachee

Si eseqgue |l tagllo utilizzando un sezionatoreedistiti per colture d’organo,

: dotato di un braccio di taglio su cui e
inserita una normale lametta da barba.
Le trachee sono state ulteriormente
ripulite dai residui di tessuto connettivo.
Successivamente, utilizzando due paia
di pinze appuntite, ogni trachea é stata
leggermente stirata e posizionata, in
modo perpendicolare alla lama, su dischi
di carta da filtro posti sul supporto di
taglio circolare (figura A.3.). Sopra al
Figura A.3. Preparazione delle disco possono essere distese, l'una
trachee per il taglio accanto all'altra, piu trachee per tutta la

lunghezza della lama. Infine, per
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prevenire che gli anelli tracheali aderiscano Eraa di taglio, sono stati bagnati
con qualche goccia di terreno di coltura. Le tracls®no state poi tagliate
ottenendo sezioni trasversali dello spessore da&GoO0um.

Distribuzione delle TOC nelle provette

Ogni anello tracheale ottenuto e stato delicataengnatsferito, con l'aiuto di
pinze a punta sottile, nelle provette di vetroisteontenenti 50Qul di MEM-SF,
precedentemente preparate. Ogni provetta deveraetein solo anello tracheale
e deve essere accuratamente chiusa con un tapplicdne sterile. Le provette
sono state quindi riposte nel tamburo rotante, ippedto a compiere 8 giri/ora, e
collocate in frigotermostato a 38 = 1°C.

A.2.3.c. Inoculazione TOC

Selezione TOC

A 24 ore dalla preparazione, ogni coltura e stgitata mediante agitatore per
provette per liberare il lume da impurita che pobbero ostacolare I'osservazione
del battito ciliare, quindi selezionata in base€oaliervazione, al microscopio
rovesciato (10X e 40X), della motilita ciliare defitelio del lume tracheale. Sono
state ritenute idonee all'inoculazione solo le TG@ con battito ciliare uniforme
in tutto il perimetro dell’anello tracheale.

Preparazione inoculo

Il contenitore coi tamponi prelevati in campo venagitato con l'ausilio di un
agitatore per provette per 10 secondi, per favdrnascio del materiale organico
nel terreno. Il terreno era poi trasferito in urmavetta conica per centrifuga e
centrifugato per 10 minuti a +4°C a 2400 rpm. linslante era poi prelevato e
filtrato con filtro millipore da 0.45 pum per riderl’eventuale contaminazione
batterica e micotica. Se l'inoculazione non venegeguita immediatamente |l
campione, cosi preparato veniva stoccato a temyardi -80°C.

Inoculazione

Prima dell'inoculazione le TOC selezionate eranwegbe del terreno di coltura e
I'anello tracheale veniva posto sul fondo dellavetta. Ogni coltura e stata quindi
inoculata con 0,1 ml del campione in esame; soat sttilizzate dieci TOC per
campione. Dopo adsorbimento dell'inoculo per cuoéora in frigo termostato, a

59



ciascuna TOC venivano aggiunti 0,5 ml di terrenoNVIGF. Le TOC inoculate
erano quindi riposte nuovamente in tamburo rotanteesse in frigotermostato a
temperatura di incubazione (38 £ 1°C). Cinque TQ® moculate, sono state
tenute come controllo negativo.

Lettura TOC inoculate

Giornalmente le colture inoculate e i controlli agg sono stati osservati al
microscopio ottico rovesciato (figura A.4.)
per valutare la motilita ciliare. Dopo 4 giorni,
il terreno di 5 TOC per ogni campione veniv;
raccolto, aliquotato e posto nel freeze -80°

inoculazione per valutare [I'eventualdss
comparsa di ciliostasi. | controlli negativi
devono presentare battito ciliare vigoroso pef
tutto il periodo d’osservazione. | campionFigura A.4. Anello tracheale (freccia)
mostravano  attivita  ciliostatica erano

considerati positivi e la conferma dell'isolamenticale era data dalla RT PCR
(paragrafo A.2.3.).

A.2.4. Differenziazione fra ceppi di campo e vaccaii
Allo scopo di chiarirne l'origine vaccinale o dirnpo, ceppi AMPV selezionati fra
guelli isolati nel corso dello studio sono statjgenziati a livello dei geni Fe G e
paragonati con sequenze analoghe del vaccino ipott@& somministrato agli
animali e 6 ceppi AMPV italiani isolati dal 2002907 (tabella B.1.).
A.2.4.a. Estrazione dellRNA ed RT PCR

La metodica utilizzata per I'amplificazione dei gelR e G verra riportata
successivamente in dettaglio nel paragrafo B.2.2.

A.2.4.b. Sequenziamento ed analisi filogenetica
| prodotti amplificati sono stati purificati utizando il kit del commercio Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) atteneatlesstruzioni riportate

dal produttore. | frammenti sono stati sequenaméntrambe le direzioni presso il
centro BMR Genomics di Padova con il sequenziasmtematico 3730xI DNA
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Analyzer (Applied Biosystems, USA). Le sequenzelenttdiche sono state poi
allineate e assemblate utilizzando il software Bib8equence Alignment Editor. |
ceppi sono stati allineati, utilizzando Clustal ¥én sei ceppi Italiani di AMPV
sottotipo B isolati dal 2001 al 2007. L’'analisioiijenetica e stata realizzata
utilizzando I'algoritmo neighbour-joining col software MEGA4. | valori di
boostraperano ottenuti con 1000 replicati e sono statsmmrati significativi solo
guelli > 70, che corrispondono ad un intervallcdnfidenza >95%.
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A.3. RISULTATI

| risultati degli esami di RT nested-PCR ed is@ato virale per AMPV
sono riportati nella tabella A.1. Nell'indagine engpre stato evidenziato AMPV
sottotipo B, lo stesso utilizzato nella vaccinago8ia nell’allevamento A che nel
B la RT nested PCR ha evidenziato positivita pre¢aicgiorni 22, 26, 29 in A e
14, 15, 19, 22, 26, 29 in B) e tardive, a 70 giainvita. Queste ultime positivita
erano sempre associate a sintomatologia respaaiteribile a TRT. L'isolamento
virale ha avuto successo su un numero piu limdatampionamenti in particolare
nell'allevamento A ai giorni 19 e 70 mentre in B4.29.

Tabella A.1. Risultati della RT Nested-PCR ed isolamento virpgg AMPV negli studi
longitudinali.

Eta Allevamento A Allevamento B
(giorni) | RT PCR Isolamento| RT PCR Isolamento

1 vaccinazione sottotipo B

3 - / - /

7 - /

14 - -

15 -
19 -
22 B
26 B
29 B
33 -
35 -
40 -
43 -
47 -
49 -
52 -
57 -
59 -
66 -
70 B*S
74 -
84 -
94 -

(-) negativo per AMPV

SN S Y~
—+

r Wmm oo m

B
1 1
~ — — e~ e~ e e~ e~ o~ — — ~ ~ +

(/) esame non eseguito

(B) positivo a RT-Nested PCR sottotipo B
(+) positivo all'isolamento su TOC

(*) forma respiratoria

¢ sequenziato per differenziazione fra ceppi vactimai campo
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Per la differenziazione dell’'origine vaccinale ocdimpo dei ceppi € stata eseguita
I'analisi filogenetica del gene G completo e deltaena porzione del gene F.
L’amplificazione e l'analisi di sequenza € stat@gesta su un isolato precoce
(IT/Ty/129-08/04) ed uno tardivo (IT/Ty/129-18/0dgll'allevamento A ed un
unico isolato precoce dell’'allevamento B (IT/Ty/132/04).

Gli alberi filogenetici ottenuti, sia dal gene FecB (figura A.5.), mostrano come i
due isolati ottenuti da animali di 4 settimane foronun cluster unico col vaccino,
mentre l'isolato da tacchini di 10 settimane cadhatuster con gli altri ceppi di
campo italiani sottotipo B. Tutti i cluster songoportati da alti valori di boostrap.
Gli isolati precoci sono quindi con ogni probabildi origine vaccinale, mentre |l
tardivo e un vero ceppo di campo.

a IT/Ty/129-18/04
) IT/Ty/205-16/04
IT/Ck/34a/02
IT/Ty/2a/01
IT/Ck/33a/02
IT/Ty/129-08/04
Vaccino sottotipoB
IT/Ty/132-08/04

99

0.001

b) IT/Ck/1348-01/07
IT/Ty/129-18/04
|7 93— |T/Ty/205-16/04
L— IT/Ty/2a/01
— IT/Ck/33a/02
IT/Ck/34a/02
Vaccino sottotipoB

100 | IT/Ty/129-08/04
— IT/Ty/132-08/04

0.002

Figura A.5. Albero filogenetico delle sequenze di F (a) eb® di AMPV sottotipo B isolati
negli studi lungitudinali (in grassetto) paragorativaccino e a sequenze analoghe di ceppi di
campo. La barra rappresenta il numero di sostituziacleotidiche per sito. Sono riportati solo
valori di boostrap> 70.
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STUDIO B

EVOLUZIONE GENOMICA DI AMPV
NEL PERIODO 1986-2007

B.1. INTRODUZIONE

| risultati degli studi longitudinali riportati nlal prima parte della tesi hanno
evidenziato come tacchini vaccinati per AMPV adgwrno di vita si infettino
tardivamente con virus di campo sviluppando forfmaahe. Cio puo essere
imputato, oltre che a vaccinazione mal praticasaarsa durata dellimmunita, ad
elusione dell'immunita vaccinale conseguente aduzwmne genomica del virus di
campo.

Nel secondo studio € stata presa in consideragoesta ipotesi e sviluppata
mediante analisi filogenetica di ceppi di AMPV stifto B isolati in Italia ed
Europa nel periodo 1986-2007. Sono stati considéBateppi, nove Italiani e sei
Europei, sequenziati nei geni codificanti per letpine G ed F e paragonati fra
loro e con analoghe sequenze preserBenbank Quindi, allo scopo di
identificare ulteriori regioni genomiche chiave pewoluzione di AMPV, due
ceppi Italiani, del 1987 e del 2004, e il vaccimealentemente utilizzato in Italia,
sono stati paragonati nell'intero genoma.
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B.2. MATERIALI E METODI

B.2.1. Ceppi virali

Nella tabella B.1 sono riportati i ceppi virali pran considerazione in questo
studio e caratterizzati come sottotipo B medianfé-nested PCR sottotipo
specifica (paragrafo A.2.2.). Nove di questi sotatigsolati nel periodo 1986-
1994 (ceppi pre 1994), i restanti, tutti italiamopenienti dal Veneto, nel periodo
2001-2007 (ceppi post 2000).

Tabella B.1.Ceppi AMPV sottotipo B caratterizzati

Ceppo AMPV Q?sno?amento Paese d'origine Specie  Referenza
Vaccino sottotipo B 1986 Francia Tacchino
France 38/86 1986 Francia Tacchino Nawbal, 1998
IT/Ty/Nr240/87 1987 Italia Tacchino Sperati Ruffoni L. (LaboratoAIA)
§ Neth 8726/90 1990 Olanda Tacchino Cetlal, 1995
E Italy16/91 1991 Italia Tacchino Naylor C. J. (Unisia di Liverpool)
% Italy 2119 pre-1993 Italia Tacchino Colliesal, 1993
8 France 147 pre-1994 Francia Tacchino Naylor QJdiversita di Liverpool)
Spain 149 pre-1994 Francia Tacchino Naylor C. div&fsita di Liverpool)
UK/8/94 1994 Regno Unito Tacchino Naylktral, 1994
UK/11/94 1994 Regno Unito Pollo Coekal, 1995
IT/Tyl2a/01 2001 Italia Tacchino Catedlt al, 2004
% IT/Ck/33a/02 2002 Italia Pollo Catedt al, 2004
g IT/Ck/34a/02 2002 Italia Pollo Catedt al, 2004
2 IT/Ty/129-18/04 2004 Italia Tacchino Catedli al, 2004
f'? IT/Ty/205-16/04 2004 Italia Tacchino Catekt al, 2004
IT/Ck/1348-01/07* 2007 Italia Pollo Catelli E. (Umrsita di Bologna)

* RNA estratto da tamponi a secco
$ Sequenziato nell'intero genoma

In generale tutti i virus avevano subito un numlarotato di passaggi su TOC
(paragrafo A.2.3.), o altre colture cellulari. In unico caso la caratterizzazione
molecolare e stata eseguita da RNA estratto dadanapsecco.

Un unico ceppo vaccinale sottotipo B, quello amm@ata utilizzato in Italia, €
stato incluso nello studio.
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B.2.2. Analisi di sequenza dei geni G ed F

Per ottenere le sequenze intere dei geni G ed & st@te eseguite, in maniera
indipendente per ciascun gene, una RT e tre PU&lapping Le sequenze
nucleotidiche deprimersutilizzati sono riportate in tabella B.2ptimersspecifici
per le regioni interne ai geni F e G di AMPV satiotB sono stati disegnati sulla
base di sequenze gia presenti Genbank | primers per le regioni geniche
confinanti con i due geni sono state ottenute dmeseze parziali o dal paragone
con sequenze di tratti analoghi di AMPV sottotipo GAvirus respiratorio
sinciziale

Tabella B.2. Sequenza nucleotidica d@rimers utilizzati nelle reazioni di RT-PCR per
amplificare i geni F e G di AMPV.

Dimensioni
Nome e sequenza (5'-3") dgdrimer Gene Posiziong dell’amplificato
(bp)
MB1+ " GAGGACTAGGTATGTCCTGAAG M 2852 726
F1- CCTGCACTATCAGAGAATTG F 3578

F5+ CCTCGAAATAGGGAATGTTGAGAAC
F3- CCTATGGAGCAACTTACAC

Tn

3090

4121 1031

T

F7+ GACACCCTGTCAGTATGGATC
M2:3- CATGATCAGGCCAGGACCAATAATTAT M
SHT°+ GCTTTGATCTTCCTTGTTGC

G6- CTGACAAATTGGTCCTGATT

4043
4686

5507

6460

643

N

I

953

Gstart+ CAAGTATCCAGATGGGGTC
GB1- GTACAGCACCACTCAATCAG

5914

7159 1245
G15+ GACTGCACACTATCTGATCCAG
Lb6- CAGTTGCTAACCCAGACACAC

7000
7926

rog OO0 oW

926

& senso anti-genomico
® utilizzato anche per la reazione di retrotrasoriei (RT)

B.2.2.a. Estrazione dellRNA ed RT PCR

L'RNA e stato estratto dal terreno di coltura o daccino risospeso
utilizzando un kit del commercio (QlAamp viral mit§it, Quiagen). L'RNA dai
tamponi a secco e stato estratto come precedentemegortato (A.2.3).

Retrotrascrizione (RT)

Per la reazione di retrotrascrizione dellRNA a DMéniva preparata una mix
di reazione di volume finale di 2@ costituita da: 1 pl di Improm-iY Reverse
Trascriptase (Promega), 20 u di RNAsin® Plus RNa$gbitor (Promega), 15
pmol delprimer, 0,5 mM di dNTP (Promega), 4 pl di Impromi¥15X Reaction
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Buffer (Promega), 3 mM di Mggl A tale mix andavano da ultimo aggiunti una
goccia di olio minerale (Mineral oil, Cat. N. M-831SIGMA®) e 4pl del’RNA
risospeso. La reazione veniva ottenuta tramitebazione a 42°C per 60 minuti e
94°C per 5 minuti.

PCR

Per ogni reazione di PCR dal volume finale di|B0veniva preparata la
seguente mix: 10 pmol girimer senso;10 pmol di primer antisensp 10 pl 5X
PCR GoTaq® Reaction Buffer (Promega); 1.25 u di &% DNA Polymerase
(Promega); 1 ul di dNTP (Promega); 43 ul di acgealpologia molecolare. A
tale mix andavano da ultimo aggiunti una goccialidi minerale (SIGMA) e 5yl
di prodotto della RT (cDNA). I cicli consistevana pre-denaturazione a 94°C per
5 minuti; 35 cicli di amplificazione caratterizzata una fase di denaturazione
(53°C per 30 sec), una di appaiamento (72°C persB@) ed una di estensione
(94° C per 30 sec). L'ultimo ciclo era seguito da appaiamentaddizionale
(53°C, 2 min) e un’estensione finale (72°C, 7 mim)sultati della amplificazione
erano visualizzati con corsa elettroforetica sudiedgarosio al 2% colorato con
Bromuro di Etidio. Per evidenziare 'andamento aalbrsa, a pu di campione e
stato aggiunto Jul di blu di bromofenolo. La specificita del prodmte stata
valutata con l'uso di unmarker di riferimento (X174 RF DNAHae Il
Fragments, Invitrogen).

B.2.2.b. Sequenziamento ed analisi filogenetica

| prodotti di amplificazione sono stati purificatitilizzando il kit del
commercioWizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promegsjuando le
Istruzioni riportate dalla casa produttrice. | caomp purificati sono stati inviati al
Centro BMR Genomics di Padova dove venivano sedann entrambe le
direzioni con il sequenziatore automatico 3730xlI ADMnalyzer (Applied
Biosystems, USA).

Le sequenze nucleotidiche sono state elaborate il @mftware Bioedit ed
allineate, utilizzando Clustal W, a tutte le seage complete dei geni G ed F di
AMPV sottotipo B gia pubblicate iGenbank (B.2.2.c). L'analisi filogenetica e
stata realizzata utilizzando I'algoritmeeighbour-joiningcol software MEGA4. |
valori di boostrap erano ottenuti con 1000 replicati e sono statism@rati
significativi solo quelli > 70, che corrispondond an intervalli di confidenza
>95%.
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B.2.2.c. Numeri di accesso (n.alle sequenze nucleotidiche

Di seguito sono riportati i ceppi AMPV inclusi fiahalisi filogenetica.
Gene F
Hungary 657/4/89 (n.a. Y14290); Hungary/97 (n.a4341); Italy/182/88 (n.a.
Y14292); France/PR8602/86 (n.a. Y14293); UK/8/04(Y14294);
Gene G:
Hungary 657/4/89 (n.a. L34033); Italy 2119 (n.a.4Q31); Spain 872S (n.a.
L34034); Israel 1708/02 (n.a. AY728268);
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B.2.3. Analisi di sequenza del genoma completo dvPV

Due ceppi AMPV isolati in Italia nel 1987 (IT/Ty/240/87) e nel 2004
(IT/Ty/205-16/04) assieme al vaccino sottotipo B®stati sequenziati nell'intero
genoma presso il Department of Veterinary PatholbgljUniversita di Liverpool
(UK).

B.2.3.a. Estrazione del'RNA ed RT PCR

L’intero genoma e stato amplificato seguendo l&odliea descritta da Naylor
et al, (2004), schematicamente illustrata in figura B.1.

B.2.3.b. Sequenziamento ed analisi filogenetica

Le sequenze dei prodotti di PCR sono state elaberassemblate utilizzando il
software Bioedit ed allineate fra loro con Clustél Il grado di differenza delle
sequenze di ciascun gene dei ceppi IT/Ty/NVr240/8/My/205-16/04 e vaccinale,
sia a livello nucleotidico sia aminoacidico, € atdeterminato con l'utilizzo di
MEGALIGN Program (DNASTAR software package, Lase&mgénc., USA).

APV RNA leader L
RT l
(APVLead) RT
cDNA (M2start)
PCR
(APVLead ext) (LTZ8.2-) l PCR

= e —————— ——— ... |
(T7L) (APVTrail ext)

PCR
APV

APVZ APV3
APV4+5

— APV6

PV7
APVE APVS+10

Figura B.1. Schema utilizzato per ottenere I'amplificazione I'teero genoma di AMPV.
DallRNA estratto, mediante due retro-trascriziosono stati ottenute copie in DNéverlapping

Da queste sono state ottenuti due amplificati,izatiti successivamente come templato per 8
ulteriori reazioni di PCR. (Naylor et al., 2004).
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B.3. RISULTATI

Da tutti i campioni esaminati sono stati ottenutbgotti di amplificazione delle
dimensioni attese (figura B.2. per il gene F) fadtaxezione solo per il ceppo
IT/1348-01/07, defjuale e stato possibile amplificare solo il gene G.

Nell’analisi si € spesso preferito utilizzare lejgsenze amminoacidiche predette
rispetto alle nucleotidiche, poiché si € assunwlelprime fossero piu strettamente
correlate all’antigenicita della rispettiva protein

B.3.1. Analisi di sequenza del gene F

Il paragone fra le sequenze aminoacidiche dedetta droteina F mostra come
essa sia altamente conservata nel periodo di tempsiderato (figura B.3.). La
media della percentuale d’identita amminoacidi@ifrgruppo pre 1994 e il
gruppo post-2000 e del 99.23%,
F1 F2 F3 M non di molto' inferiore a quella
osservata all'interno del gruppo
pre-1994 (99.41%) o allinterno
del gruppo post-2000 (99.68%).
| ceppi italiani post-2000 mostrano
solo due mutazioni codificanti
persistenti negli anni (posizione aa
1078 pb 192 e 300) (fi'gura B.s.).
g72pb L'albero filogenetico delle
sequenze nucleotidiche (figura
B.4) mostra come i ceppi post-
2000 formino  un  cluster
nettamente separato
(boostrap=100) dai ceppi pre-
1994, sia italiani che europei.

503 pb

Figura B.2. Elettroforesi in gel
di agarosio di amplificati da RT
PCR per amplificare il gene F
completo. DNA Marker (linea
4); prima (linea 1; 726 bp),
seconda (linea 2; 1031 bp) e
terza (linea 3; 643 bp) parte del
gene F.
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B.3.2. Analisi di sequenza del gene G

La proteina G mostra variazioni di gran lunga sigoea quelle osservate nella
proteina F. La percentuale media d’identita fraskguenze amminoacidiche
predette della proteina G risulta infatti minorabg@lla B.3.). La media della
percentuale d’identita esistente fra i gruppi pg@4Le post-2000 e 95.25%, minore
rispetto all'identita osservata all’interno del ppo pre-1994 (97.74%) o del
gruppo post-2000 (99%).

Il paragone fra le sequenze aminoacidiche preditegene G (figura B.5.)
permette di osservare numerose mutazioni non simgnconservate negli anni,
tutte riguardanti amminoacidi carichi (K, R, D, E d) o aminoacidi
potenzialmente glicosilabili nella fase post-tradae, quali Serina (S) e Treonina
(T). Nei ceppi italiani post-2000 queste modificadi riguardano 6 aminoacidi
carichi (aa 149, 173, 265, 273, 274 and 383) eesilui glicosilabili (aa 18, 92,
145, 151, 179, 193, 228, 237, 273, 276, 326, 389, 365 and 387. La sequenza
del ceppo israeliano rivela la presenza di 10 momazaminoacidiche uniche, non
presenti nei ceppi europei.

Il flogramma radiale (figura B.6.), analogamenteqaanto gia osservato
nell'albero filogenetico del gene F, mostra duestdy il primo formato dai virus
pre-1994 e l'altro composto dagli AMPV italiani pe&X00 (boostrap = 100). Si
puo notare che gli isolati italiani pre-1994, ndamogse formino un unico cluster
con gli altri ceppi Europei dello stesso periodsultano geneticamente piu vicini
agli italiani post-2000. Questo e ben documentatha dalla presenza esclusiva in
tutti i ceppi Italiani del residuo Serina nella @sne 387 (figura B.5.).
Un’ulteriore mutazione unica per i ceppi italians&ta riscontrata al di fuori del
gene G, nella porzione iniziale del gene che coaifier la polimerasi (L). Queste
seguenze non sono state pero incluse nell’anadigenetica.
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Figura B.3.: Sequenza aminoacidica predetta della proteinacEmpi AMPV europei collezionati
fra il 1986 e il 2004. Per intero € mostrata lausega del ceppo piu vecchio, France-PR8602/86, i
residui delle altre sequenze sono specificati seldifferenti da questa.
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- Spain 149
— France 147
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IT/Ty/Vr240/87
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Italy 16-91

France/PR8602/86
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— IT/Ty/129-18/04

90— |T/Ty/205-16/04
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0.001

Figura B.4. Albero filogenetico di 16 ceppi di AMPV sottotipB. L'albero &€ basato sulla
sequenza nucleotidica del gene F, utilizzando MEG&4lunghezze dei rami sono proporzionali
alla differenza genetica stimata. La barra rapmtas# numero di sostituzioni nucleotidiche per
sito. Sono riportati solo valori di boostrap > 70.
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Figura B.5.: Sequenza aminoacidica predetta della proteina Gceafipi AMPV europei
collezionati fra il 1986 e il 2007. Per intero e strata la sequenza del ceppo piu vecchio, France-
PR8602/86, i residui delle altre sequenze sonaifsgcsolo se differenti da questa.
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Figura B.6. Filogramma radiale di 19 ceppi di AMPV sottotipoIBfilogramma & basato sulla
sequenza aminoacidica predetta della proteina ilzzahdo MEGA4. Le lunghezze dei rami
sono proporzionali alla differenza genetica stimdta barra rappresenta il numero di
sostituzioni nucleotidiche per sito. Sono riporsatio valori di boostrap > 70.
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CEPPO 8 9( 10 1| 12y 13} 14| 1| 16| 17| 18] 19
1UK 8-94 0982 0987| 09711 0,988 | 0,987 | 0,984 0972| 0,972 0,973| 0,97 | 0,971 0,966
2UK 11/94 09771 0982| 0,968 | 0,982 | 0,982 | 0,979 0,969 | 0,969 | 0,97 { 0,966 | 0,967 | 0,963
3spain 8725 0987(0992] 0972|0994 0992 0990978 0,978 0979| 0,975 0,976 | 0,972
4vaccino B 0989 0,994| 0974|0994 0,994 0,991 0,979] 0,979| 0,98 | 0,977 | 0,978 | 0,974
5France 147 09911099 0975] 0,99 0,995 0,993 0,981 | 0,981 | 0,982 0,979 | 0,979 | 0,975
6 Spain 149 0989 0994| 0974|0994 0,9941 0,991 0,979| 0,979| 0,98 | 0,977 | 0,978 | 0,974
T Hungary 657/4/89 0989|0994 09741 099 09941 0,991 0979| 0,979 | 098 0,977 | 0,978 | 0,974
8NL/6726/90 0,966 | 0,954 | 0973| 0,975 098 0,978 | 0,978 0995 0971] 0,991 0991| 0,989 | 0,977| 0,977 | 0,978 0,975 0,975 | 0,971
9 France 38/86 09781 0,966 | 0985 0,987 0992| 0,99 099 0,987 0975( 0996 0,99 | 0,994 0,982 0,982 0,983 | 0,979 0,98 | 0,976
101srael 1708/02 | 0,958 | 0,951 | 0,956 | 0,958 | 0,963 | 0,961 | 0,961 | 0,951 | 0,963 0,96 | 0,961 | 0,957
1112119 098 (0963|0987 0985| 099 (0987|0992 098] 0992 0,981 0982 0,978
121T/TyNr240/87 | 0,975 0,963 | 0,983 | 0,985 099 | 0,987 | 0,987 | 0,98 | 0,992 0,981 0982 0978
13 taly 16/91 09750963 0983| 0985| 099 0,987| 0,987| 098 0,992 0979|0979 0,975
141TTy/2a/01 0,949 0,944 | 0,954 | 0,956 | 0,961 | 0,958 | 0,958 | 0,951 | 0,963 0,9941 0,99 | 0,992
151T/Ck/33a/02 | 0,949 0,942 | 0,954 | 0,956 | 0,961 | 0,958 | 0,958 | 0,951 | 0,963 09941 0,995 0,992
161T/Cki34a/02 | 0,951 0,944 | 0,956 | 0,958 | 0,963 | 0,961 | 0,961 | 0,954 | 0,966 0,995 0,99% | 0,993
171T/Ty/129-18/04 | 0,944 0,937 [ 0,949 | 0,951 | 0,956 | 0,954 | 0,954 | 0,946 | 0,958 | 0,934 0,961 | 0,961 | 0,961 | 099 | 099 | 0,992 0997 099
181T/Ty/205-16/04 | 0,942 | 0,934 | 0,949 | 0,951 | 0,954 | 0,954 | 0,951| 0,944 0,956 | 0,932 | 0,958 0,958 | 0,958 | 0,987 | 0,987 | 0,99 | 0,997 0,991
191T/Ty/1348-01/07| 0,939 | 0,932 | 0,944 | 0,946 | 0,951 | 0,949| 0,949| 0,942 0,954 0,929 | 0,956 { 0,956 | 0,956 | 0,985 | 0,985 | 0,987 0,985 | 0,983
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B.3.3. Analisi di sequenza del genoma completo

Le percentuali di identita e differenza fra tuttgene dei ceppi AMPV
sequenziati, sia a livello nucleotidico che ammoida, sono riportate
numericamente e graficamente nella tabella B.4la figura B7. Le proteine P, N,
M, M2, M2-2, F ed L mostrano un alto grado d’idémtira i ceppi, all'incirca del
99%. Le sequenze che risultano piu variabili samellg delle proteine G ed SH. In
particolare le percentuali di differenza fra i g&H e G del vaccino e dell'isolato
italiano I1T/Ty/205-16/04 sono molto maggiori di deeosservate fra il vaccino ed
il ceppo IT/Ty/240Vr/87.

Osservando la sequenza aminoacidica della protefhdfigura B.8.) del
ceppo del 2004 si notano 9 mutazioni rispetto atwen, solo tre delle quali sono
condivise col ceppo del 1987. Le mutazioni riscaterunicamente nel ceppo del
2004 coinvolgono due aminoacidi carichi (posiziaaa 27, 114) e quattro
aminoacidi potenzialmente glicosilabili (posizi@a 84, 99, 157, 175).
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Tabella B.4.Grado di identita fra le sequenze nei singoli gilivaccino e dei ceppi IT/Ty/Vr240/87 e IT/Ty/205-
16/04. Nella parte superiore della tabella, peri ggme, € riportato il grado d'identita fra i nuzfieli, nella parte
inferiore fra gli aminoacidi. Moltiplicando i valoper 100 si ottiene I'identitd come percentuale.

Gene N 1 2 3

1 Vaccino 0,991/0,996
21T/Ty/Vr240/87 |0,997 0,989
3I1T/Ty/205-16/04 | 0,997|1

Gene P 1 2 3
1 Vaccino 0,996/ 0,983
21T/Ty/NVr240/87 |1 0,984

31T/Ty/205-16/04 | 0,996/ 0,996
Gene M 1 2 3

1 Vaccino m 0,994
21T/Ty/Vr240/87 |0,996 0,993
31T/Ty/205-16/04 | 0,992| 0,996

Gene F 1 2 3
1 Vaccino 0,985/ 0,993
21T/Ty/Vr240/87 |0,992 0,984

31T/Ty/205-16/04 |0,992| 0,992

Gene M2 1 2 3
1 Vaccino 0,996/ 0,985
21T/Ty/Vr240/87 |1 0,985

3 1T/Ty/205-16/04 | 0,994| 0,994

Gene M2-2 1 2 3
1 Vaccino 0,988/ 0,981
21T/Ty/Nr240/87 |1 0,981

31T/Ty/205-16/04 |0,986| 0,986

Gene SH 1 2 3
1 Vaccino 0,992/0,975
21T/Ty/Vr240/87 |0,982 0,982

3 1T/Ty/205-16/04 | 0,948| 0,965

Gene G 1 2 3
1 Vaccino 0,995/0,979
21T/Ty/Vr240/87 |0,987 0,982

31T/Ty/205-16/04 |0,954| 0,958

Gene L 1 2 3
1 Vaccino 0,997/0,984
21T/Ty/Vr240/87 |0,996 0,985

3 1T/Ty/205-16/04 |0,991| 0,993
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Figura B.7. Differenze (%) fra le sequenze, sia nucleotidiche aminoacidiche, dei singoli

geni dei ceppi IT/Ty/205-15/04 e IT/Ty/NVr240/87spetto al vaccino.
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Figura B.8. Sequenza aminoacidica dedotta della proteina SHatsino sottotipo B e dei
ceppi AMPV IT/Ty/Vr240/87 e IT/Ty/205-16/04. Per intero € mostrata la seqaedel
vaccino; i residuli, fr le altre sequenze, sono specificati solo se reiffie.
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PARTE C

ELUSIONE DELLA PROTEZIONE
VACCINALE

C.1. INTRODUZIONE

L’'analisi delle sequenze parziali e totali di AMPSyolte nello studio
precedente, ha permesso di distinguere nettamesgppio italiani post-2000 dal
ceppo vaccinale e da tutti gli isolati pre-1994loAkcopo di determinare se
all’evoluzione genomica di AMPV osservata dopoQDg, in particolare a livello
di geni G ed SH, siano associate mutazioni antapenisufficienti al virus per
eludere 'immunita vaccinale € stata eseguita tezilone sperimentale in tacchini
vaccinati inoculandoli con il ceppo IT/Ty/Vr240/8Y con il ceppo IT/Ty/205-
16/04, sequenziati nell’intero genoma nello stughiecedente, valutando la
protezione mediante misurazione della sintomatal@gnica e della eliminazione
virale.
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C.2. MATERIALI E METODI
C.2.1. Vaccino AMPV

| tacchinotti sono stati vaccinati con un vaccimeovattenuato sottotipo B del
commercio, somministrato per via oculare alla dasmsigliata dalla ditta
produttrice. Il ceppo vaccinale e stato sequenzisb genoma completo nello
studio B.

C.2.2. Ceppi virali

Per il challenge sono stati utilizzati i ceppi AMR¥ttotipo B IT/Ty/Vr240/87
e IT/Ty/205-16/04 isolati in Italia rispettivamenteel 1987 e nel 2004 e
sequenziati per intero nello studio B. | virusplati seguendo il metodo di Reed e
Muench (1938), sono stati somministrati quale siamta colturale alla dose di 3.6
log;o CDsy/soggetto.

C.2.3. Tacchini

Sono stati utilizzati tacchini commerciali di urogio di vita, non vaccinati per
AMPV, provenienti da un incubatoio che applica mesdi biosicurezza elevate.

C.2.4. Piano sperimentale

La prova € stata eseguita in isolatori per
pollame (figura C.1.) ed ha avuto la durata
complessiva di 34 giorni. Tutti gli animali
sono stati identificati con anello numerato al
piede e introdotti in 3 differenti isolatori in
numero di: 20 nellisolatore A, 20
nell'isolatore B e 10 nellisolatore C
(controllo negativo). Ad un giorno di vita i
tacchini dell’isolatore A sono stati vaccinati
mentre gli altri (isolatori B e C) sono stati
Inoculati con acqua sterile (figura C.2.). A
21 giorni di vita, meta dei tacchini vaccinati

Figura C.1. Isolatori per pollame
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(gruppo V/CN) e meta dei tacchirg
non vaccinati (gruppo--/CN) sonf
stati collocati nello stesso isolatof
ed infettati con il ceppo IT/Ty/205}
16/04. | restanti animali vaccina
(gruppo V/CV) e non vaccinat
(gruppo --/CV) sono stati anch’es}
posti in un unico isolatore quing
infettati con il virus
IT/Ty/Vr240/87. | controlli sono
stati inoculati con acqua steril
(gruppo --/--). Per la vaccinazione
e il challenge é stato inoculato u
volume 100 ul. I controlli hanno
ricevuto la stessa quantita di acqua sterile. N@ingpost infezione (p.i.), sino al
12°, in tutti i soggetti &€ stata valutata quotidiarente la sintomatologia clinica,
come descritto nel paragrafo successivo. Ai gi8td, 5, 6, 7, 8, 9 e 11 p.i sono
stati esequiti tamponi oro-faringei per valutaeithinazione virale mediante RT
nested-PCR. Al 13° giorno p.i. tutti gli animalingp stati soppressi mediante
dislocazione delle vertebre cervicali e smaltitdma@te incenerimento.

Figura C.2. Somministrazione per via oculare
Hel vaccino al primo giorno di vita.

C.2.5. Misurazione della sintomatologia clinica

La sintomatologia clinica e stata misurata segueihdoetodo descritto da
Naylor e Jones (1994), assegnhando un punteggiogad amimale secondo la
seguente scala:

0 nessun sintomo;

1 scolo nasale limpido;

2 scolo nasale torbido;

3 rigonfiamento dei seni infraorbitali
e/o essudato schiumoso oculare.

Ciascun soggetto veniva dapprima osservato peeepxidre essudato schiumoso
oculare o/e rigonfiamento dei seni infraorbitalicesessivamente veniva eseguita
una lieve pressione del seno infraorbitale perlifae I'emissione dell’essudato
nasale.

| soggetti che hanno mostrato puntegga 2 sono stati considerati affetti da
sintomatologia grave.
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C.2.6. RT nested-PCR per AMPV

| tamponi prelevati durante la prova sono staticpssati individualmente e
ciascuno immerso in 0.5 ml dolutionD. L'estrazione del’RNA e la RT nested-
PCR sono state eseguite come descritto nel pacagrafs..

C.2.7. Analisi statistica

La normalita della distribuzione campionaria daigpi per la sintomatologia
clinica e stata valutata mediante test di Kolmogesmirnov. | valori
presentavano una differenza statisticamente sogwivia (p = 0.000) con una
distribuzione normale e, pertanto, tutte le sudeeswalutazioni sono state
condotte mediante test non parametrici. E’ statodotia preliminarmente una
valutazione della differenza dei punteggi complessiente registrati nei tre gruppi
utilizzando il test di Kruskall-Wallis. | successmonfronti tra i gruppi sono stati
condotti utilizzando il test U di Mann Whitney. Cprvalue <0.05 la differenza
veniva considerata statisticamente significatiV@aragone fra i gruppi per quanto
riguarda la % di malattia grave e I'eliminazioneale € stato condotto mediante il
test Pearsonhi-square considerando la differenza significativapsealue <0.05.

84



C.3. RISULTATI

| punteggi delle osservazioni cliniche giornaliedei singoli soggetti sono
riportati nelle tabelle C.1., C.2., C.3., C.4. eagldamenti delle medie giornaliere
di ogni gruppo sono riassunti graficamente nefiare C.3 e C.4.

C.3.1. Sintomatologia clinica

Il gruppo di controllo non vaccinato e non infettaper tutta la durata della
prova, non ha mostrato sintomatologia clinica.
Nei gruppi non vaccinati ed infettati o col cepddTly/240Vr/87 (--/CV) (tabella
C.1.) o col ceppo IT/Ty/205-16/04 (--/CN) (tabela2.), la sintomatologia &
comparsa fra il primo e il 4 giorno p.i. in pocliggetti per poi, dal 5° giorno p.i.,
interessare tutti gli animali. Il massimo punteggnedio della sintomatologia
clinica si e registrato al 6° giorno p.i. Alcuniggeetti hanno mostrato, per periodi
di 2 o 3 giorni, rigonflamento dei seni infraorlitéFigura C.5.) ed essudato
schiumoso a livello oculare. L’andamento delle raegibrnaliere dei gruppi non
vaccinati sono riportati graficamente nella figu€éa3. Il punteggio medio
cumulativo nel periodo di osservazione e stato @dtR,9 nel gruppo --/CV ed a
15,2 nel gruppo --/CN.

Tabella C.1. Gruppo --/CV: non vaccinato ed inoculato con IT/Ty/240Vr/87. tagyi delle
osservazioni cliniche giornaliere dei singoli satjge media giornaliera.

Giorni post-infezione

Soggetto. —————=—"7"©5 5 7 8 9 1011 12
1 O 0 0 2 3 2 2 1 0 1 0 0
2 0 0 0 2 2 2 2 2 2 0 0 o
3 0 0 2 2 3 3 3 1 3 1 0 0
4 0O 0 0 1 2 2 2 1 0 0 0 o
5 0 0 0 1 2 2 2 2 0 1 0 o
6 0 0 0 2 3 2 2 2 1 0 1 o
7 0 0 0 2 2 3 2 2 0 2 1 o
8 0O 0 3 3 3 3 3 3 1 1 0 0
9 0O 0 0 0 2 3 2 3 0 1 0 0
10 0 0 0 2 2 2 2 2 1 1 0 o0

_Media 0 0 051,724 242219080802 0

giornaliera
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Tabella C.2. Gruppo --/CN: non vaccinato ed inoculato con IT/Ty/205-16/04nteggi delle
osservazioni cliniche giornaliere dei singoli satjge media giornaliera.

media dei punteggi giornalieri

Giorni post-infezione

Soggetto

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
1 O 0 3 2 2 3 3 2 2 0 1 o0
2 0O 0 0 0 2 3 2 2 1 0 1 O
3 0O 0 0 3 2 3 3 2 0 0 0 O
4 0O 0 01 3 3 2 2 1 0 0 O
5 1 1 2 3 3 3 3 3 3 0 0 0O
6 0 0 3 3 2 2 2 2 1 1 0 O
7 0O 0 1 2 3 3 2 2 2 0 0 O
8 0 0 2 2 3 3 2 2 2 0 0 O
9 0O 0 0 3 2 3 2 2 2 0 0 O
10 1 0 3 2 2 3 2 2 0 0 0 O

_Media 0201142124292321140102 0

giornaliera

" punteggio assegnato alla sintomatologia cliniceiaicun soggetto.

= Gruppo --/CV
= Gruppo --/CN
= Gruppo --/--

I I I I I I I \
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

giorni post-infezione

Figura C.3. Media delle osservazioni cliniche giornaliere deigpi non vaccinati
ed infettati con IT/Ty/240Vr/87 (gruppo --/CV) o/lMy/205-16/04 (gruppo --/CN) e
dei controlli (gruppo --/--).
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Nei gruppi vaccinati ed infettati con il ceppo 17/Vr240/87 (VICV) la
sintomatologia € risultata lieve (tabella C.3.)n enassimo punteggio al 7° giorno
guando 4 animali hanno mostrato essudato nasapdin{punteggio 1); un solo
animale ha mostrato sintomatologia grave (puntegye solo al 10° giorno p.i. Il
punteggio medio cumulativo durante il periodo diersazione é stato pari a 0,8.

Tabella C.3. Gruppo V/CV: vaccinato ed inoculato con IT/Ty/Vr240/87. Puniegglle

osservazioni cliniche giornaliere dei singoli satjge media giornaliera.
Giorni post-infezione

Soggetto . —————=——7"—©c 65 7 8 9 101l 12
1 O 0 0 o 0O O OO O O O O
2 0O 0 0 0 0O 0O 0O 0 0 0 0 O
3 0O 0 0 0O 0O 0O 0O 0O 0 0 0 O
4 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 O
5 0 0 0 0 00O 1 0 0 0 0 o0
6 0O 0 0 0 0 0O 1 0 0 0 0 o
7 0 0 0 0 00O 0O 0 0 2 0 o0
8 0O 0 0 0O 0O 0O 0O 0O 0 0 0 O
9 0 0 0 0 0 0O 1 0 0 0 0 O
10 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 o

_Media O 0 0 010 0104 0 0 020 O

giornaliera

" punteggio assegnato alla sintomatologia cliniceiaicun soggetto.

Il gruppo vaccinato e sottoposto a challenge cofiWR05-16/04 (V/CN) ha
mostrato sintomatologia piu grave (tabella C.4peito al gruppo V/CV. Gia al 3°
giorno p.i. due animali hanno mostrato sintomat@aagave con essudato nasale
torbido (punteggio 2) ed il picco di tale sintomatpa si € avuto al 7° giorno post
infezione quando 4 animali hanno avuto punteggioll2punteggio medio
cumulativo durante il periodo di osservazione éogpari a 3,4.

Il confronto degli andamenti delle medie giornaiatei gruppi vaccinati sono
riportai nella figura C.4.
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Tabella C.4. Gruppo V/CN: vaccinato ed inoculato con IT/Ty/205-16/04. Pugtedelle

osservazioni cliniche giornaliere dei singoli satjge media giornaliera.
Giorni post-infezione

Soggetto . —————=——""—©c 5 7 8 9 101l 12
1 O 0 0 O 0O 1 00O O O O O
2 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0
3 1 0 00 0 1 2 0000 0
4 0 0 2 1 0 2 1 2 0 0 1 0
5 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 2 2 1 0 0 0
7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0
9 0 0 00 0 1 2 1 0 00 0O
10 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0

Media 51 45 5401 0 07110503 0 02 0

giornaliera

’ punteggio assegnato alla sintomatologia clinicaiaicun soggetto.

o Gruppo V/CV
= Gruppo V/ICN
s Gruppo --/--

media dei punteqgi giornali

0 Yo 4 yo 4 Ll Yo 4
\ \ \ \ \ \ f
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

giorni post-infezione
Figura C.4. Media delle osservazioni cliniche giornaliere daigpi vaccinati ed infettati
con IT/Ty/240Vr/87 (gruppo VICV) o IT/Ty/205-16/0dyruppo V/CN) e dei controlli
(gruppo --/--)
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La percentuale di animali che almeno un giorno wcherda prova ha mostrato
sintomatologia grave (punteggto?) € riportata in figura C.5. Come previsto tutti
gli animali non vaccinati, per almeno un giornoahie la prova, hanno mostrato
sintomatologia grave con rigonfiamento dei senraofbitali (figura C.6.) ed
essudato schiumoso oculare. Anche il 50% degli almiagel gruppo V/CN ha
mostrato questo livello di sintomatologia, che itwenon € stato mai osservato
negli animale nel gruppo V/CO, indicando un altellio di protezione del vaccino
al challenge con il ceppo del 1987.

100 %
g % animali con sintomi
% animali con
sintomatologia grave
75 %+
50 %+
25 %+
0% \
gruppo gruppo gruppo gruppo gruppo
V/ICV V/CN --ICV --/CN --/--

Figura C.5. Percentuale di animali che hanno mostrato sintologitn (score>1) o
sintomatologia grave (Scor) in ciascun gruppo sperimentale, per almeno onngi nel
corso della prova.
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Figura C.6. Soggetti con evidente rigonfiamento del seno infsale destro (punteggio 3).

90



C.3.2. Eliminazione virale post-challenge

| risultati dell’eliminazione virale di AMPV neirgppi sperimentali sono
riportati in tabella C.5. L'eliminazione nei gruppaccinati € riportata anche
graficamente in figura C.7. Il gruppo di controlle-/--) e risultato sempre
negativo.
Tutti gli animali non vaccinati hanno eliminato arfre dal 3° giorno p.i. ed |l
grado di eliminazione si € mantenuto alto finoegte giorno p.i.
Nei gruppi vaccinati il numero complessivo di aniinmsitivi per AMPV é stato
piu alto nel gruppo sottoposto a challenge consvdal 2004 (V/CN), rispetto al
gruppo infettato col ceppo del 1987 (V/CV). Neimio3, 4, 6 e 9 p.i., il doppio
degli animali del gruppo V/CN ha eliminato rispetta gruppo VI/CV.
L’eliminazione nel gruppo V/CN € inoltre piu prolysta nel tempo.

Tabella C.5. Eliminazione AMPV post-infezione

Numero di campioni positiviad AMPV su 10 esaminati
Gp. VICV Gp.VICN Gp.--/CO Gp.--/ICN Gp. --/--
10 10
10 10
9
10
2
0
4
0
45

Giorni post-infezione

O©oOo~NO UL W

11
TOTALE

Noowo s one
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numero di animali positi

o Gruppo V/C\

m  Gruppo V/CN

4 5 6

7

Is

giorni post infezione

Figura C7. Eliminazione virale post infezione.
(*) indica che la differenza fra i due gruppi etisticamente significativa.
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C.3.3. Valutazione statistica della sintomatologialinica e della
eliminazione virale

* Sintomatologia clinica

Il confronto tra il valore del punteggio della sintatologia clinica fra i due
gruppi non vaccinati ed infettati (--/CN; --/CV) mdha messo in evidenza una
differenza statisticamente significativa (tabell®.Cp=0,227). Mentre fra i gruppi
vaccinati ed infettati con due diversi virus (V/CVICN) la differenza e risultata
statisticamente significativa (tabella C.7.; p=@)00Tutti i gruppi hanno mostrato
differenze significative dal gruppo controllo (-)/¢tabelle C.10., C.11.).

Tabella C.€onfronto tra il gruppo --/CV e il gruppo --/CN

Rango Somma Media
medio deiranghi punteggi

GRUPPO Numerosita

--/ICV 120 115,40 13848,00 1,08
--/CN 120 125,60 15072,00 1,26
Totale 240

U di Mann- Whitney = 6588,000 ; p = 0,227

Tabella C.Confronto tra il gruppo V/CV e il gruppo V/CN

Rango Somma Media
medio deiranghi punteggi

GRUPPO Numerosita

VICV 120 111,44 13361,00 0,063
VICN 120 129,66 15559,00 0,28
Totale 240

U di Mann- Whitney = 6101; p = 0,001

Tabella C.€onfronto tra il gruppo --/CV e il gruppo V/CV

Rango Somma Media
medio deiranghi punteggi

GRUPPO Numerosita

--/ICV 120 150,72 18086,50 1,08
VICV 120 90,28 10833,50 0,063
Totale 240

U di Mann- Whitney = 3573,5; p = 0,000
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Tabella C.€onfronto tra il gruppo --/CN e il gruppo V/CN

GRUPPO Numerosita Rango Somma  Media
medio deiranghi punteggi

--/CN 120 146,89 17627,00 1,26
VICN 120 94,11 11293,00 0,28
Totale 240

U di Mann- Whitney = 4033; p = 0,000

Tabella C.1CQonfronto tra il gruppo V/CV e il gruppo --/--

GRUPPO Numerosita <290 Somma - Media
medio dei ranghi punteggi

VICV 120 124,00 14880,00 0,063
-f-- 120 117,00 14040,00 0,00
Totale 240

U di Mann- Whitney = 6780; p = 0,007

Tabella C.1Confronto tra il gruppo V/CN e il gruppo --/--

GRUPPO Numerosita Rango Somma  Media
medio deiranghi punteggi

VICN 120 133,00 15950,00 0,28
--/-- 120 108,00 12950,00 0,00
Totale 240

U di Mann- Whitney = 5700; p = 0,000
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Sintomatologqia clinica grave

| gruppi non vaccinati e sottoposti a challengfC@ e --/CN) non hanno mostrato
fra di loro differenza significativa nel numero sloggetti che hanno mostrato
sintomatologia clinica grave (p=0.2425) (tabelldZ’), e nemmeno fra loro i
gruppi V/CV ed il controllo negativo (--/--) (p=0L83) (tabella C.13.). Mentre la
differenze era significativa fra il gruppo vaccimag sottoposto a challenge con
virus del 2004 (V/ICN) ed il controllo negativo (-)(p=0,002) (tabella C.14). Tutti
le altre differenze fra i gruppi sono risultate reéfggative e sono riportate nelle

tabelle C.15., C.16., C.17..
Tabella C.13.Confronto fra il gruppo V/CV el

Tabella C.12.Confronto fra i gruppi non vaccinati controllo non vaccinati

GRUPPO_Sintomatologia grave

GRUPPO ::ntomatologia grave

No Totale Si No totale
71 49 1 119
--ICV (53%) (45%) 120 VICV (100%) (49%) 120
62 58 0 120
CO 4wy (s5%) 1?0 - 0% (1% 120
Totale 133 107 240 Totale 1 239 240
P =0.2425 p =0.3163

Tabella C.14. Confronto fra il gruppo V/CN e il

controllo non vaccinati

Tabella C.1t. Confronto fra i gruppi
VICV e VICN

GRUPPO_ Sintomatologia grave

GRUPPO z:ntomatologia grave

No totale No Totale
8 112 1 119
VICN (100%) (48%) 120 VICV (11%) (52%) 120
0 120 8 112
-/-- (0%) (52%) 120 V/CN (89%) (48%) 120
Totale 8 232 240 Totale 9 231 240
p = 0.002 p <0.0174

Tabella C.1% Confronto fra i gruppi
--/CV e VICV

GRUPPO ::ntomatologia grave

Tabella C.18. Confronto fra i gruppi
--/CN e VICV

GRUPPO ::ntomatologia grave

no Totale No totale
71 49 58 62
--ICV (99%) (29%) 120 --/CN (89%) (36%) 120
1 119 8 112
VICV (1%) (71%) 120 V/CN (11%) (64%) 120
Totale 72 168 240 Totale 66 174 240
p < 0.0001 p < 0.0001
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 Eliminazione virale

La differenza fra i due gruppi vaccinati e sottdpaschallenge (V/CV e V/CN)
(tabella C.18), considerando il numero di animbe eliminano per tutti i giorni di
campionamento, non e risultato statisticamenteifssgtiva (p=0,8736). Tutte le
altre differenze fra i gruppi sono risultate essetatisticamente significative
(tabelle C.19.-C.21)

Tabella C.18.Confronto fra i gruppi non vaccinati Tabella C.19.Confronto fra i gruppi

--/ICV e VICV
GRUPPO eliminazione virale GRUPPO eliminazione virale
i no totale Si no totale
45 35 45 35
IV (5196 (aow) 80 IV (g @Tw) 20
44 36 21 59
“ICN 40y s1w) O VIV oom)  (63%)  ©0
Totale 89 71 160 Totale 66 94 160
p=0,8736 p=0,0001
Tabella C.20.Confronto fra i gruppi Tabella C.21. Confronto fra i gruppi
--/CN e V/ICN vaccinati
GRUPPO eliminazione virale GRUPPO eliminazione virale
Si no totale Si no totale
44 36 21 59
~/CN (69%)  (31%) 80 viev (41%)  (54%) 80
30 50 30 50
VICN 1% (09%) O VICN 69%)  (a6%) O
Totale 74 86 160 Totale 51 109 160
p=0,0264 p=0,1268
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Negli ultimi anni si sono rese evidenti in Italisoplematiche legate al controllo
delle infezioni da AMPV nell'allevamento del tacohi Il presente lavoro di tesi
ha approfondito le cause della incompleta proteziaccinale osservata in campo,
dimostrando sperimentalmente I'evoluzione genorattantigenica del virus.

Gli studi longitudinali hanno innanzitutto evideatn come in gruppi di tacchini
vaccinati per AMPV sottotipo B ad un giorno di vitanfezione, con virus del
medesimo sottotipo, avvenga in due momenti distietla vita produttiva degli
animali: a 2-4 settimane di eta e, piu tardivameatk0.

| ceppi AMPV evidenziati alle diverse eta, all’aisalfilogenetica, mostrano di
appartenere a cluster distinti. In particolare ippie precoci sono vicini
geneticamente, sia nella sequenza del gene F chegeaie G, al vaccino
somministrato agli animali e cid ne fa supporreptassibile origine vaccinale.
Catelli et al. (2006) hanno dimostrato come un vaccino vivona@o AMPV
sottotipo A sia in grado di persistere in allevatoenriacquisire patogenicita. Tale
ipotesi per il sottotipo B necessita del suppodtodialla individuazione di robusti
marker molecolari vaccinali, che si potranno ottenenediante paragone di
sequenza fra il genoma completo degli isolati pceed il vaccino. Importante
sottolineare che in nessuno degli studi longitudinatata riportata sintomatologia
clinica riferibile a TRT in concomitanza con gliolamenti precoci per cui la
virulenza di tali isolati andra confermata con méme sperimentale di tacchinotti
sensibili in condizioni controllate.

Entrambi i gruppi vaccinati sottoposti ad indagsiesono infettati tardivamente
con virus di campo sviluppando forme cliniche. Isessazione di focolai di TRT
In soggetti vaccinati si assomma alle frequentituret vaccinali imputate
alternativamente ai metodi e ai piani vaccinabcarsa durata dell’ immunita o ad
elusione dell'immunita vaccinale conseguente aduzimne genomica del virus di
campo. (Pattison 1998; Banet —N@&@l, 2005; Banet-Noaet al, 2009)

Nel secondo studio e stata presa in considerazjoest’ultima ipotesi e sviluppata
mediante analisi filogenetica di ceppi di AMPV stiftio B isolati in Italia ed
Europa nel periodo 1986-2007.
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| risultati mostrano come nel periodo di circa 2Miaconsiderato, il genoma della
proteina G sia andato incontro a importanti mutaizimentre la sequenza della
proteina F sia rimasta in gran parte immutata. &fian filogenetica indica che i
ceppi Italiani isolati prima del 1994, pur formando unico cluster con gli altri
isolati Europei dello stesso periodo, risultanoegeamente piu vicini agli italiani
post-2000, quindi, con grande probabilita, ne somwogenitori. Questi ultimi
isolati hanno rimpiazzato in 20 anni i virus progem negli allevamenti del
Veneto. Il meccanismo preciso che ha portato atgweduzione del virus non puo
essere completamente descritto sulla base decldatsono a nostra disposizione.
Da una parte i cambiamenti potrebbero esserecstasiati da mutazioni impostesi
nei virus circolando in volatili privi di immunitaei riguardi di AMPV. D’altra
parte le mutazioni potrebbero essersi verificate lpe pressione immunitaria
indotta dalla esposizione degli animali a viruscdmpo o da vaccinazione con il
vaccino sottotipo B largamente utilizzato in Venatgli anni ‘90, che all’analisi
filogenetica da noi condotta, rientra nel gruppe-p®94. Sfortunatamente, poiché
non ci sono dati di sequenze per il periodo crifieoil 1994 e il 2000, non ci e
dato sapere se la velocita con cui si sono ingialeamutazioni € aumentata dopo
I'introduzione della vaccinazione. | cambiaments@wvati nella sequenza dedotta
della proteina G coinvolgono tutti residui aminaici potenzialmente in grado di
modificare I'antigenicita della proteina. Questweeto per gli aminoacidi carichi e,
poiché la proteina G e in larga parte glicosilatpu verosimilmente estendere
alle mutazioni coinvolgenti i residui potenzialmemflicosilabili durante i processi
post- traduzione, quali Serina e Treonina. Ancheregente studio Israeliano,
riportando episodi di mancata protezione vaccinalgéggerisce come fattore
determinante la presenza nella proteina G di 6s8itsaioni amminoacidiche non
specificate (Banet-Noaet al, 2009). Analogo quadro e stato riportato in uno
studio sul virus respiratorio sinciziale del bovin(stessa sottofamigli
pneumovirinagin cui I'analisi filogenetica del gene G di cegllezionati negli
anni ha rivelato una continua evoluzione del virgpecie nei paesi dove la
vaccinazione é stata ampiamente utilizzata. Gbrayiotizzano che cio possa aver
determinato una perdita di cross protezione fracivac e ceppi di campo
(Valarcheret al.,2000).

Il confrontando dell'intero genoma di due ceppli@ai rappresentativi dei due
cluster (pre-1994 e post-2000) con il vaccino, agge informazioni e conferma i
dati di sequenza gia discussi. Esso evidenzia aboeppo piu recente (2004) si
discosti maggiormente dal vaccino rispetto al cegpb1987. Le differenze si
confermano numerose nella proteina di superficien& emergono ancor piu
evidenti nella proteina SH. Per ambedue i genifferénze sono piu evidenti nella
sequenza amminoacidica dedotta rispetto alla sequaurcleotidica.
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Fra queste proteine, la prima é stata piu voltdtasqeer studi di epidemiologia
molecolare (Bayon-Auboyegt al, 1999; Cavanaglet al, 1999; Alvarezet al,
2003; Banet-Noaclet al, 2005; Chacoret al, 2007; De Graakt al, 2008;
Owoadeet al, 2008). Essa risulta completamente superflua gaopravvivenza
del virus in colture cellulari (Naylor et al., 200d4d anche, fino ad un certo punto,
nel tacchino (Ling et al., 2008), mostrandosi iesfo modo non indispensabile al
virus per l'adesione alla cellula. Anche la funaodella proteina SH e ancora
oggetto di studio. Naylor et al. (2004) e Ling et(2008) hanno evidenziato che la
sua presenza, al contrario di quanto osservatageoteina G, é fondamentale per
la sopravvivenza del virus sian vitro che in vivo. Tacchini infettati
sperimentalmente con AMPV deleto del gene SH nonirghno virus e mostrano
titoli anticorpali molto ridotti o assenti. La fuione delle proteine di superficie e
ancora quindi da chiarire e questi dati indicane ai qualche modo possano
essere importanti per l'interazione con il sistemaunitario.

Nel terzo studio, mediante una prova di cross-grote fra il vaccino e due ceppi
rappresentativi dei cluster pre-1994 e post 20@Quenziati nell’intero genoma
assieme al vaccino, € stato verificato se le motazjenetiche riscontrate abbiano
determinato nel virus cambiamenti antigenici tali mermettergli I'elusione della
risposta immunitaria vaccinale. | risultati hanranfermato tale ipotesi poiché il
50% degli animali vaccinati ed inoculati con il pepdel 2004 ha mostrato
sintomatologia clinica grave, che non e stata nsgeovata nel gruppo vaccinato
sottoposto a challenge con il ceppo del 1987. Siquindi affermare che AMPV
sia evoluto in regioni antigeniche fondamentali i permettergli la parziale
elusione dellimmunita indotta dalla vaccinaziondnoltre, poiché la
sintomatologia clinica nei controlli non vaccinbfi avuto intensita ed andamento
completamente sovrapponibili per i due virus, nosono evidenze di evoluzione
del virus in patogenicita.

L'analisi di sequenza del genoma completo dei duesvindica che le regioni
coinvolte nell’evoluzione sono localizzate nei gehe codificano per le proteine
di superficie G ed SH, nelle quali e stata evidatazia maggiore variabilita. Si puo
supporre che le mutazioni abbiano modificato siratmente le proteine dei ceppi
di campo rendendo meno agevole il riconoscimentovidtes da parte della
risposta immunitaria indotta dal vaccino.
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