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RIASSUNTO

L’emergenza rappresentata dall'infezione da vired'idfluenza aviare ad alta
patogenicita (HPAI), sottotipo H5N1, ha catalizzd#ttenzione della comunita
scientifica mondiale, imponendo la tempestiva @meosizione di sistemi di
controllo efficaci per individuare precocementen&ia prioritaria, la circolazione
di virus influenzali a bassa patogenicita (LPAIl)ll@epopolazioni di volatili
selvatici allo scopo di prevenire epidemie da veidsalta patogenicita (HPAI) nelle
popolazioni di volatili domestici, con possibilesmissione all'uomo. Il progetto
nasce con l'intento di fornire, attraverso un’asiapreliminare dei dati derivanti
dalla sorveglianza in ltalia e in Europa, uno studu basi statistiche dei tassi
giornalieri di rilevamento dell'infezione e l'allesmento di modelli matematici di
simulazione, una valutazione oggettiva dell’effieadei sistemi di sorveglianza
dell'influenza aviaria nelle popolazioni di volatdelvatici, e di indicare linee di
indirizzo a supporto del processo di pianificazioledle attivita di campionamento.
| risultati ottenuti dall’elaborazione statisticarmettono di quantificare lo sforzo
campionario in termini di tempo e dimensione dehp®ne, e simulando diversi
scenari epidemiologici individuano nella sorvegharattiva il mezzo piu adatto al
monitoraggio dell'infezione da virus LPAI, endemiwegli uccelli acquatici, e nella
sorveglianza passiva l'unico strumento realmenticiefte nell'individuare in
tempi relativamente brevi la circolazione del vid®Al H5N1 in popolazioni
selvatiche.

Considerando che informazioni rilevanti sono ttmsufficienti alla definizione di
programmi di sorveglianza per HPAI H5N1, e chetesis effettivi limiti logistici e
di finanziamento, un approccio che faccia ricorsostaumenti statistici di
valutazione e previsione dell’efficacia delle atdvdi monitoraggio intraprese si
rivela di primaria importanza per indirizzare ibpesso decisionale ed utilizzare al

meglio le risorse disponibili.



ABSTRACT

The emergency of infection by highly pathogeni@amavnfluenza virus (HPAI)
subtype H5N1 has focused the attention of the wamikehtific community, requiring
the prompt provision of effective control systeros éarly detection of the
circulation of low pathogenic influenza H5 virus@$PAl) in populations of wild
birds to prevent outbreaks of highly pathogenic A)Fn populations of domestic
birds with possible transmission to humans. Thegatostems from the aim to
provide, through a preliminary analysis of data abed from surveillance in Italy
and Europe, a preliminary study about the virus edgbn rates and the
development of mathematical models, an objectisesssnent of the effectiveness of
avian influenza surveillance systems in wild birdpplations, and to point out
guidelines to support the planning process of tam@ing activities. The results
obtained from the statistical processing quantify sampling effort in terms of time
and sample size required, and simulating differepidemiological scenarios
identify active surveillance as the most suitabbe €ndemic LPAI infection
monitoring in wild waterfowl, and passive surveilt@ as the only really effective
tool in early detecting HPAI H5N1 circulation in i populations
Given the lack of relevant information on H5N1 epigology, and the actual
finantial and logistic constraints, an approach thraakes use of statistical tools to
evaluate and predict monitoring activities effeetiess proves to be of primary

importance to direct decision-making and make thst lnse of available resources



INTRODUZIONE

Negli ultimi anni un crescente numero di infezibanno coinvolto 'uomo, la fauna
selvatica e gli animali domestici, e malattie qullinorbo della mucca pazza, la
malattia di Lyme, il vaiolo delle scimmie, il virdgipah, o la SARS sono diventati
termini di uso comune. Piu recentemente, 'emergaappresentata dall'infezione
da virus dell'influenza aviare ad alta patogenigqi#PAl), sottotipo H5N1, ha
catalizzato I'attenzione della comunita scientifimandiale, per il rischio potenziale
che tale virus potesse essere la causa della prags|andemia influenzale umana
(de Jong et al., 1997). Mentre le conoscenze detlmunita scientifica la
classificavano come un’infezione primariamente dpbllame, dirigendo
prevenzione e misure di controllo a livello di puatbne agricola e pratiche di
allevamento, & progressivamente cresciuto I'intergser il ruolo che gli uccelli
selvatici possono giocare nell’albergare, manteedrasmettere il virus influenzale
a livello internazionale o intercontinentale.

Si € rivelato pertanto indispensabile predispoisteesii di controllo maggiormente
efficaci per individuare precocemente, e in vieoptaria, la circolazione di virus
influenzali tipo A, sottotipi H5 ed H7 a bassa ggnicita (LPAI), nelle popolazioni
di volatili selvatici soprattutto in zone che sinsodimostrate a elevato rischio di
infezione. Cio al fine di attivare adeguate migoee prevenire epidemie da virus ad
alta patogenicita (HPAI) nelle popolazioni di vdiatdomestici, con possibile
trasmissione all'uomo.

L’obiettivo piu importante dei programmi di sorviegiza dellHPAI H5N1
nell'avifauna selvatica € quindi I'identificazion@ecoce della circolazione virale,
generalmente da una specie 0 da un gruppo di smpb@erappresentano un
potenziale serbatoio naturale del virus. Nel caddRIAI H5N1 non e ancora stato
identificato o confermato un serbatoio selvatico,qeesto limita il classico
approccio di campionamento secondo una distribezlmnomiale all'interno della

popolazione infetta.



Considerando che informazioni rilevanti sono tw@timsufficienti alla definizione di
programmi di sorveglianza per HPAI H5N1, e chetesis effettivi limiti logistici e

di finanziamento, un approccio che faccia ricorsostaumenti statistici di
valutazione e previsione dell’efficacia delle atdvdi monitoraggio intraprese si
rivela di primaria importanza per indirizzare ibpesso decisionale ed utilizzare al
meglio le risorse disponibili.

Il presente progetto nasce proprio dall’esigenzeatlitare su basi scientificamente
valide [l'efficacia e il potenziale sviluppo delle etodiche di campionamento
applicate al monitoraggio dei virus influenzalilegbopolazioni di volatili selvatici.

Il lavoro, sviluppato presso I'Unita Operativa Viétaria dell’ex-Istituto Nazionale
per la Fauna Selvatica (ora Istituto per la Prot@zie per la Ricerca Ambientale,
ISPRA), si propone di individuare i fattori in gmadli influenzare l'efficacia dei
sistemi di sorveglianza, valutare in termini quitivi lo sforzo campionario
richiesto per la rilevazione precoce della circmae virale nelle popolazioni ospiti,
e ricavare delle informazioni utli a supportare processo decisionale di
pianificazione e coordinamento delle attivita dinitoraggio a livello nazionale ed

europeo.



PARTE |
LA SORVEGLIANZA IN MEDICINA VETERINARIA



11 SORVEGLIANZA. PRINCIPI E METODI

Sorvegliare, in Sanita Pubblica, significa racoagliinformazioni mirate relative ad
eventi ben definiti che possono essere modificatun preciso intervento. Secondo
la definizione classica, 'la sorveglianza e laesistica raccolta, archiviazione,
analisi e interpretazione di dati, seguita da uffagione delle informazioni a tutte
le persone che le hanno fornite e a coloro che medecidere di intraprendere
eventuali interventi'.

La sistematicita nella raccolta dei dati e I'actezaa nella loro interpretazione sono
indispensabili per ottenere informazioni utili adpostare un intervento efficace, in
accordo al principio T'informazione per l'azione'.

In generale, la sorveglianza e volta a dimostragsénza di malattia o infezione,
dei fattori che determinano la comparsa o la diffios di una malattia o infezione,
oltre ad individuare il piu presto possibile le atéie esotiche o emergenti. Il tipo di
sorveglianza applicato dipende dalle informaziomie csi desidera ottenere
necessarie per sostenere il processo decisionale.

La sorveglianza € una componente essenziale dmfidasanimale, necessaria ad
identificare le malattie, monitorarne I'evoluzionepntrollare il decorso delle
malattie endemiche ed esotiche, supportare lafopaalii indennita da specifiche
infezioni, fornire dati a sostegno del process@mtlisi dei rischi, con finalita di
tutela della salute degli animali e della sanitédolgica, e di indirizzo nella
pianificazione di misure sanitarie. | dati ottengtin I'attivita di sorveglianza
devono soddisfare requisiti di qualita per supgr@run’accurata analisi dei rischi e
fornire informazioni utili al commercio internaziale ed alle decisioni a livello
nazionale.

In una visione molto schematica, possiamo immaginehe le attivita di
sorveglianza includano il trasferimento di datiymoienti dal sistema sanitario ad
un centro di lettura (indicato come I'Autorita Saria del livello di competenza)

dove vengono trasformati in informazioni e da i, le decisioni prese, ritornano



al servizio sanitario sotto forma di azioni da aprendere. Una buona sorveglianza
epidemiologica non garantisce che le decisioni @r&ano sempre corrette ma,
almeno, fornisce la base razionale delle decisgasicuramente limita le possibilita
di errori grossolani.

Le attivita di sorveglianza possono avere divebsetiivi, quali:

= quantificare e determinare l'andamento temporalealdune malattie, per
sostenere la pianificazione sanitaria e per vatutiar necessita di interventi
preventivi o I'efficacia di interventi gia intrafsie(ad esempio, una campagna di
vaccinazione);

= verificare la 'normale’ incidenza di una specificealattia per determinare
eventuali soglie epidemiche;

» valutare la distribuzione geografica dei casi pntificare raggruppamenti
spaziali che indichino una comune fonte di esposiiall'agente eziologico;

= valutare la ciclicita stagionale e la periodiciiaattune malattie per prevedere
I'avvento di periodi di elevata incidenza.

Se il sistema é rivolto alla rilevazione di casudia specifica malattia € opportuno
standardizzare la definizione di caso, cioe formikziteri per i quali la malattia
osservata viene riconosciuta eleggibile per essatiicata. La necessita di definire
le caratteristiche di un caso di una specifica ttial& un'esigenza prettamente
epidemiologica e serve ad assicurare un'uniformatativamente alla rilevazione
nel tempo e ai diversi operatori. Per svolgere falezione la definizione deve
essere chiara, semplice, stabile e sperimentateasagpo. Quindi la definizione di
caso agisce come un filtro sulle rilevazioni, iragto permette la registrazione di
alcuni eventi (che rispondono ai criteri definitia non di altri, e influenza, cosi, la
sensibilita e la specificita del sistema di soriauta.

Anche i tempi sono importanti e variano con il tigicsorveglianza. Ad esempio, e
evidente che raccogliere casistiche nazionali adestza annuale e idoneo a
descrivere andamenti temporali in base ai qualhaefle linee di politica sanitaria

a breve o medio termine mentre, se i dati servomooaitorare l'insorgenza di



focolai epidemici ed il loro controllo, allora ilusso delle informazioni deve essere

molto piu tempestivo.

Stabilire gli obiettivi

3 B

Sviluppare la definizione di “caso”

3 B

Selezionare il personale

3 &

Acquisire i mezzi per la raccolta, I’analisi

e la diffusione delle informazioni

3 B

Implementare il sistema di sorveglianza

3 B

Valutare i risultati delle attivita di sorveglianza

Fig. 1 - Azioni necessarie a sviluppare e mantenergistema di sorveglianza.

Fonte: modificato da Thacker e Stroup, 1998.



1.2 SORVEGLIANZA IN MEDICINA VETERINARIA

Una parte essenziale del controllo delle malattia eapacita di documentare il
verificarsi della malattia con lo scopo di sviluppastrategie di controllo ed
eradicazione efficaci; questa e la sorveglianzaohcetto di sorveglianza non e
nuovo: la Santa Inquisizione a seguito dello sa@mell’epidemia di peste bovina
in Gran Bretagna nel 18esimo secolo raccomandadatg notifica dei casi di
malattia (Spinage, 2003), come in Francia nel I8essecolo il Conseil de
Salubrité ordind alle autorita di segnalare immediatamentéodolai di afta
epizootica (Thrusfield, 2005). La sorveglianza eletialattie non denunciabili si &
sviluppata in Gran Bretagna nel 20esimo secolo (MAE965), e linteresse
internazionale per la sorveglianza aumento contitlidone dell'Office
International des Epizooties (OIE) nel 1924.

La sorveglianza in origine é stata applicata amglividui, in primo luogo al contatto
con gravi malattie contagiose, per il cui contradiosorvegliava I'insorgenza dei
primi segni di malattia. Il termine sorveglianzaride dal francese surveiller’,
“guardare una persona”, e si e evoluto fino al ifigato attuale in Inghilterra nel
corso del 19secolo. Alcune definizioni descrivono la sorveghiarin termini di
monitoraggio, ed alcune autorita tendono ad ufiliezi termini come sinonimi
interscambiabili (Achesort al, 1976). In ogni modo, attualmente c’é il pieno
accordo sul fatto che, benché siano strettamen@dipendenti, i due termini
abbiano significati distinti e separati.

Il monitoraggio € la raccolta routinaria di informi@ni su una malattia, sulla
produttivita e su altre caratteristiche potenziaiteein relazione ad esse in una
popolazione. Per esempio, in Gran Bretagna glamehti di Mycoplasma spp da
campioni di ruminanti conferiti ai laboratori diaggtici regionali hanno
documentato regolarmente I'andamento dell’infezidaéM. bovisnell’arco di 10
anni, dal 1990 al 2000, ed hanno permesso la pii@atificazione diM. canis
(Ayling et al,, 2004).



La sorveglianza, viceversa, € una forma di regigiree dei dai piu ampia e
complessa del monitoraggio, e si compone di tneeidi:

1. raccolta, registrazione ed analisi dei dati;

2. diffusione delle informazioni alle parti interessa

3. azioni per il controllo della malattia.

Puo essere paragonata ad una cellula nervosaneobranca afferente che riceve i
dati, un corpo cellulare che li analizza, ed urenba efferente che mette in opera le
azioni appropriate (Thacker e Bikhead, 2002)Cdintre for Disease Control and
Prevention (CDC, US) definisce la sorveglianza ‘le sistentaice continuative
raccolta, analisi ed interpretazione di specifiatidessenziali alla pianificazione,
implementazione e valutazione di azioni pubbliatiecontrollo, strettamente
integrate con la tempestiva diffusione di quesfermazioni a tutti coloro che ne
necessitano’.

Mentre I'OIE la definisce come ‘la continua indagidi una data popolazione atta a
verificare la presenza di una malattia con finatitacontrollo, indagine che puo

prevedere il sottoporre ad esame parte della pojooia’.

1.2.1 Obiettivi della sorveglianza

Lo scopo principale della sorveglianza veterinagégue le finalita generali della

medicina veterinaria, ed in particolare il mantemmo di standard di salute e

benessere animale, la difesa della salute publ§itteaverso il controllo delle

zoonosi e delle malattie da alimenti di originenaalie). Possono essere identificati

alcuni obiettivi specifici:

= rapida segnalazione dei focolai di malattia;

= precoce identificazione dellandamento della maat{endemico o non
endemico);

= definizione dello stato sanitario di una popolaeion

= definizione delle priorita nel controllo e nelleepenzione della malattia;

10



= identificazione delle nuove malattie emergenti;

= valutazione dei programmi di controllo;

= fornire le informazioni necessarie alla pianificam e all’attuazione della
ricerca;

= conferma dell’assenza di una malattia specifica.

1.2.2 Tipi di sorveglianza

Si possono distinguere diversi tipi di sorvegliaszdla base della funzione e del
metodo:

= Sorveglianza di malattia
La sorveglianza di una malattia si propone lo studell’occorrenza e della
diffusione di malattie oggetto di piani di contmllCosi, nel corso di focolai di
malattia, devono essere individuate, isolate e ssade fonti di infezione. Si puo
definire come la continuativa attenzione alla disizione e allandamento
dell'incidenza della malattia attraverso la sist@oa@a raccolta, registrazione ed
analisi dei dati di mortalita e morbilita, e di ralparametri importanti nello
descrivere la natura e la diffusione dell’eventtogano.

= Sorveglianza epidemiologica
La sorveglianza epidemiologica pud definirsi conae dontinua e sistematica
raccolta, analisi ed interpretazione di dati sanispesso definiti allo scopo di
individuare l'insorgenza di specifiche malattiejJteca permettere agli epidemiologi
di seguire nel tempo e nello spazio 'andamenttodghto sanitario e di fattori di
rischio associati alla malattia in una data pogota, con lo scopo di fornire le
informazioni necessarie alla pianificazione, alpi@mentazione e alla valutazione
di misure di controllo della malattia (Toma et 4099).

= Sorveglianza delle sentinelle
La sorveglianza puo includere, parlando di anindalinestici, I'intero patrimonio
zootecnico nazionale, per esempio nel piano dirobatdella tubercolosi bovina.

In alternativa, si pud procedere alla selezionepdchi allevamenti, macelli,

11



ambulatori veterinari o laboratori; questi sono ngiii definiti come “unita
sentinella”, poiché hanno il compito di controlldee potenziale comparsa della
malattia. Ancora, la sorveglianza pud essere fprala su una specie serbatoio
dell'infezione, o su altre specie anch’esse recettill’agente patogeno all'interno
della popolazione principale di riferimento. Ad egmo, gli uccelli selvatici
possono essere utilizzati come sentinella perdaidne da virus dell’encefalite di
St. Louis, fornendo informazioni sulla circolaziomecoce del virus quand’esso ha
tassi d’infezione troppo bassi per costituire uschio per 'uomo. Ancora, la
sorveglianza dell’encefalite equina orientale {irassa da artropodi) si compone di
un regolare monitoraggio sierologico di batterigdlli e fagiani stabulati all’aperto
(gli uccelli sono serbatoio della malattia), asatziai risultati di colture virologiche
da zanzare catturate, ed alla sorveglianza veta&inalella malattia clinica nei
cavalli (Thacker e Birkhead, 2002). Si basa su ppr@ccio simile la sorveglianza
del virus West Nile che coinvolge uomini, cavatlgni, gatti e uccelli selvatici, i
vettori artropodi, ed polli unita sentinella (USGB04). Cosi il termine “sentinella”
puo essere utilizzato per indicare l'unita speeifiti osservazione o una specie
animale.

= Sorveglianza passiva e sorveglianza attiva
La sorveglianza passiva e stata definita comeresdei soli casi clinici di malattia;
la sorveglianza attiva al contrario comprende thpeonamento (incluso 'esame
post-mortem) di animali della popolazione clinicamgesani, e si rivela importante
nel controllo di malattie nelle quali predominanadsi di animali sub-cinici o
portatori (Blood e Studdert, 2002). Una secondantedne di sorveglianza passiva,
la piu usata in medicina veterinaria, la descrisme il monitoraggio continuo dello
stato di malattia della popolazione investigatdizaando dati raccolti in attivita di
routine per produrre risultati che possano indaiezle scelte politiche (Scudamore,
2000). Esempi includono le relazioni dei laboratdii diagnosi, i riscontri
dell'ispezione routinaria di carni al macello, latifica stabilita per legge di

malattie denunciabili. La sorveglianza passivai\&la di primaria importanza nel

12



caso in cui riesca a tradurre i suoi risultati @ioai concrete di controllo. La
sorveglianza attiva coinvolge lo sforzo istituzinalei servizi veterinari per
raccogliere informazioni su una specifica malatSéa la sorveglianza attiva che
quella passiva hanno pregi e difetti (Meah e Le@@)0). La sorveglianza passiva
utilizza dati che spesso sono biased (ad esemgiioclte derivano dal conferimento
volontario di campioni ai laboratori diagnosticiyequentemente mancando |l
termine al denominatore (dimensioni popolazioneagada?), cosi da non poter
fornire delle stime delle misure di frequenza deftalattia. Al contrario la
sorveglianza attiva, se basata su piani ben disegmermette la stima di tali
indicatori.. La sorveglianza attiva spesso puoostithare la frequenza di una
malattia. Malgrado queste considerazioni, la sdi@ega passiva rappresenta
comunque il primo stadio nell'identificazione di laidie nuove ed emergenti, sulle
quali non si puo focalizzare inizialmente la sohsga attiva, poiché il bersaglio
non e ancora stato identificato (ad esempio: I't@alomielite spongiforme bovina o
la sindrome respiratoria e riproduttiva del suiniapltre, la sorveglianza passiva,
presupponendo il conferimento di campioni ai labmiaed il ritorno delle
informazioni ad allevatori e veterinari, aiuta alslire rapporti di collaborazione
che facilitano lo sviluppo di una rete ‘intelligehtdi tutela della salute animale.
Infine, la sorveglianza passiva richiede costi nmatlerispetto alla sorveglianza
attiva.
Detto questo, programmi di sorveglianza sia attkia passiva sono componenti
essenziali dei sistemi di sorveglianza nazionali.

= Sorveglianza mirata
Il termine ‘passivo’ ha il grosso svantaggio di nessere in grado di descrivere
adeguatamente le funzioni proprie della sorveghanaoltre, il termine puo dare
'impressione di essere ‘non scientifico’, dipentermal caso, e non implicare
'intraprendere un’azione. Parlando invece di sghamza attiva, essa non
presuppone attivita aggiuntive nel caso, ad esendpimdagini svolte nel corso di

focolai epidemici. Emerge quindi la necessita dediere il vocabolario relativo alla

13



sorveglianza per sostituire i termini ‘passivaaétiva’.

La sorveglianza mirata raccoglie informazioni spelce riguardo una certa

malattia cosi da poter misurare il suo livello aepopolazione e monitorarne
'assenza. Spesso e pianificata applicando spkeifteorie campionarie su base
statistica, ed € normalmente focalizzata su popwiaad alto rischio di contagio,

con il fine di aumentare l'efficacia di identificane.

La sorveglianza continua (globale) mantiene un mooaggio continuo su malattie
endemiche. Fornisce informazioni sulla situaziopédemiologica riconoscendo

precocemente cambiamenti inattesi. Tale tipo dvegglranza, evidenziando un
anomalo aumento della frequenza degli eventi marbpesrmette di attivare

indagini specifiche per monitorare l'insorgenzardilattie emergenti o riemergenti.
Si tratta in questo caso di sorveglianza sindromi@@al greco syn e dromos:

I'insieme dei segni associati ad una malattia).

1.2.3 Punti critici di un sistema di sorveglianza

| punti critici di un sistema di sorveglianza sol@onatura dei dati utilizzati, la
possibilita di cooperazione a diversi livelli trixgperatori coinvolti, i costi.

Alcuni paesi, soprattutto fra quelli piu sviluppgibssono disporre di infrastrutture
veterinarie che facilitano la potenziale o concne¢gessita di raccolta di dati. |
paesi in via di sviluppo al contrario incontranamgge difficolta. Parallelamente,
alcune organizzazioni nazionali e internazionagjisgano e immagazzinano con
regolarita dati in database e sistemi informatiwjuwali far riferimento nel corso di
attivita di sorveglianza o in occasione di studdemiologici.

| servizi veterinari governati\si occupano del controllo di malattie rilevanti @l
livello nazionale, ed in particolare di malattiefettive denunciabili, e spesso
dispongono di laboratori diagnostici di referentalati raccolti ed elaborati da
organizzazioni veterinarie nazionali sono usualmedisponibili sotto forma di
reports periodici. L’Office Internazional des Epaties (OIE) pubblica un bollettino

internazionale sulle malattie animali, che ne deeda situazione epidemiologica
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basandosi sulle segnalazioni regolari fornite @agp membri.

Un’altra fonte di dati epidemiologici si rivelancssere le strutture veterinarie
private, che hanno contatto sia con animali da iteddhe con animali da
compagnia. | veterinari che si occupano di grossiimali forniscono
tendenzialmente la maggioranza delle informaziamitarie riferite ai bovini da
latte e da carne, seguono i suini e gli ovi-caprirproprietari di piccoli animali
frequentano gli ambulatori veterinari privati, aigentano una fonte importante di
dati sanitari riferiti a cani e gatti, pur falsatai vari fattori che condizionano i
proprietari nel condurre il proprio animale domestial veterinario (primo fra tutti
le condizioni economiche del proprietario stesso).

Viceversa, gli animali da reddito con patologievilie al contrario molto gravi non
vengono normalmente sottoposti alle cure vetenaonsi da dar luogo a sottostime
di certe patologie.

Un altro inconveniente legato ai dati forniti d#bdri professionisti € la totale
assenza di organizzazione delle informazioni rggert la cui raccolta ed
elaborazione puo risultare spesso difficoltosas&t@sservazioni puo essere portata
riguardo ai dati sanitari raccolti di routine atteeso a registrazione automatica di
informazioni sanitarie e fisiologiche degli animdh reddito con l'uso di software
dedicati. | ricercatori hanno scarso controllo &uliccolta di questo tipo di dati, la
cui analisi puo dar luogo ad errori di valutazione.

| veterinari ispettori presso i macelli possonocoagiere una grande mole di
informazioni sulle lesioni patologiche riscontralniélla carne destinata al consumo.
Normalmente le patologie segnalate sono subclinipbiEhé solo gli animali sani
vengono macellati, e quelle di piu frequente riliesono le parassitosi gastro-
intestinali e le lesioni epatiche. Essendo [lispeei sanitaria post-mortem
finalizzata alla tutela della salute del consunatdinale, essa e finalizzata
all'identificazione di qualsiasi anomalia che ren@aarne non adatta al consumo e
molto spesso s traduce in un esame macroscopicalldPamente alla finalita

principale di tutela della salute pubblica, I'ismere al macello si propone anche di
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registrare ed archiviare le lesioni patologichecardrate, per utilizzare queste
informazioni a scopo epidemiologico, per esempio g&sociare l'insorgenza di
malattie nelluomo a infezioni degli animali (Thfietd, 2005). L'ispezione presso i
macelli si puo rivelare indispensabile per la sghamza di malattie per le quali
altri metodi diagnostici si sono rivelati ineffigadnfine, la tracciabilitadei capi
abbattuti € un mezzo di primaria importanza persimigimento di indagini
epidemiologiche. Un ostacolo a tale processo edadata o errata marcatura dei
visceri con lesioni, rendendone impossibile I'aggzione con la carcassa da cui
provengono.

Altre fonti di dati utili alla sorveglianza possoegsere i dati di vendita di prodotti
farmaceutici; i dati provenienti da giardini zoaidig centri di recupero della fauna;
le associazioni agricole; i dati sanitari/produttia allevamenti industriali intensivi;

i dipartimenti governativi; le universita; organézioni, enti e istituti per lo studio
della fauna selvatica; i laboratori di ricercagl@ende mangimistiche; gli istituti per

la riproduzione animale; le banche del siero.

1.2.4 Meccanismi di sorveglianza

Notifica volontaria.Fornisce segnalazioni di sindromi nuove o riemetige di
eventi morbosi rari o poco frequenti. La sua effiaadipende strettamente dalla
motivazione della fonte dei dati (liberi professgin universita, ecc.) e puo essere
aumentata da specifiche campagne di sensibilizaazé dall'offerta di incentivi
economici. Ha costi bassi. Ha lo svantaggio dekacata o difficoltosa definizione
della popolazione di riferimento cosi da renderpassibile il calcolo delle misure
di frequenza dell’evento morboso.

Denuncia obbligatoriaSi rivela un mezzo di sorveglianza efficace petattia
con sintomi clinici facilmente riconoscibili e peette il calcolo di indici di
morbilita ed il confronto su base spaziale e teralgodei dati epidemiologici.

Causa spesso errori di sotto-stima dovuti a diviatsdri che possono essere alla
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base di una mancata notifica. Per gli allevatoripl@spettiva delle perdite
conseguenti alla segnalazione (sequestro o0 ableatiim dei capi) puo
disincentivare alla notifica, prevedere indennizzirisarcimenti risulta quindi
importante. La difficolta nella stima della popataze di riferimento non permette
il calcolo di prevalenza e incidenza. | costi sdrassi nel caso di malattie a bassa
prevalenza.

Indagine in corso di focolaio La cosiddetta ‘sorveglianza sindromica’.
Comporta l'esistenza di rapporti collaborativi slevatori/operatori e veterinari
formati ed accordo nelle definizioni di ‘focolaie’di ‘livello di intervento’.

Sorveglianza delle sentinell&Sono definiti gli eventi di interesse di cui si
monitora il livello nella popolazione oggetto didemgine. Si distinguono fonti di
informazioni primarie (ad esempio allevatori), setarie (ad esempio veterinari
liberi professionisti) e terziarie (laboratori draggtici). L'integrazione di fonti
diverse, corredate da informazioni aggiuntive (8peoinvolte, data e localita, ecc)
permette un’approfondita conoscenza dell’eventoridbrso a fonti primarie e
secondarie presuppone la necessita di formaziogleasservatori preposti e spesso
comporta la difficolta al reclutamento d sentinefippresentative della popolazione.
L'utilizzo di fonti terziarie (laboratori diagnosi) puo rivelarsi utile
nell'evidenziazione di malattie emergenti ma i ltigti possono essere influenzati
dalla frequenza di conferimento dei campioni aiolatori. L’'elaborazione di
statistiche nazionali che indicano I'andamentowdirgi morbosi a lungo termine e
lo scambio di informazioni tra paesi permettono penificazione di un
coordinamento internazionale sulle linee di intateeda attuare.

Sorveglianza strutturata Viene analizzato un campione selezionato della
popolazione oggetto di sorveglianza. Necessitandpiano di campionamento su
basi statistiche che permetta il prelievo di un g@me rappresentativo. | costi
correlati dipendono dalle caratteristiche della attel indagata e dal grado di

precisione richiesto all'indagine.
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1.3 CAMPIONAMENTO. BASI CONCETTUALI

La validita della teoria campionaria € basata asfiuinzione che un insieme di unita
puo essere suddiviso in sub-unita rappresentateveche le caratteristiche
dell'insieme possono essere stimate dalle sub-unita

La popolazione bersaglio e la popolazione totaleadpiale € necessario studiare
determinate caratteristiche. ldealmente, potreblssere rappresentata dalla
popolazione a rischio. La popolazione oggetto ddist € la popolazione da cui e
estratto il campione. Queste due popolazioni ddyeat coincidere ma spesso cio
non €& possibile. Se la popolazione oggetto di stumin & rappresentativa della
popolazione bersaglio, i risultati ottenuti non gmso essere generalizzati.

La popolazione oggetto di studio & costituita daauelementari, che non possono
essere ulteriormente divise. Una raccolta di usiédnentari, raggruppate in base a
caratteristiche comuni, costituisce uno stratomBrdi procedere alla raccolta di un
campione & necessario identificare i membri detipagtazione oggetto di studio,
definendo la struttura del campione. Ciascun merdeita struttura campionaria é
un’unitd campionaria. La frazione campionaria é&apporto fra dimensione del
campione e dimensione della popolazione di rifentoe

Le unita campionarie possono essere singoli anifoalta elementari) o aggregati
come mandrie, allevamenti, regioni, e la stimaadphevalenza pud essere ottenuta
in relazione alle differenti unita.

Nel corso di indagini sanitarie, € importante dotaare la differenza tra ‘unita
epidemiologica’ e ‘unita campionaria’ (Thrusfie@001). La prima € il gruppo di
animali che risultano epidemiologicamente rilevanél mantenimento e nella
trasmissione, oltre che nel controllo, dellinfezéo E’ utile che unita

epidemiologica e unita campionaria coincidano.
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1.3.1 Metodi di campionamento non probabilistico

Campionamento non probabilistico, nel quale latacdel campione e lasciata a
colui che svolge I'indagine.

Campionamento di convenienza. Un campionamentomrenienza consiste nella
raccolta di unita campionari facilmente accessilfjuando la convenienza e il
principale criterio per selezionare i campioni, tadifficilmente il campione sara
rappresentativo della popolazione oggetto di stedli, risultati saranno pregiudicati.
Selezione intenzionale. La selezione intenzionala écelta di un campione del
quale la media delle caratteristiche quantitativelaodistribuzione di quelle
qualitative sono simili a quelle della popolaziastadiata. Lo scopo € la selezione
di un campione le cui caratteristiche siano bilatecicon quelle della popolazione
bersaglio. Un tale tipo di selezione produce unmane che rappresenta solamente
I'insieme delle unita campionarie delle quali nessuembro si allontana dalla
media della popolazione, ed esclude tutti i pokstaimpioni con media lontana
dalla media della popolazione, cosi che il campiome € rappresentativo, del resto
come tutti i campioni risultato di una scelta irtiemale, e che la variabilita della

popolazione oggetto di studio viene inevitabilmesa#o-stimata.

1.3.2 Metodi di campionamento probabilistico

Campionamento casuale semplittn campione casuale semplice € selezionato
sulla base di una lista di tutti gli animali o ditra unita campionarie della
popolazione di riferimento, dalla quale vengonolgwate casualmente le unita
campionarie.

Campionamento sistematicdl campionamento sistematico comporta la
selezione di unitd campionarie estratte ad inteérwegjuali, il primo individuo
estratto casualmente. Tale tipo di campionamentoriohiede la conoscenza della
dimensione totale della popolazione, mentre un eamapnento casuale semplice
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puo essere effettuato solo se si identificano aripriutti gli animali della

popolazione. Teoricamente i campioni sistematicdtmo ad essere distribuiti piu
uniformemente nella popolazione, ma in pratica danaultati sovrapponibili a
quelli ottenuti con un campionamento casuale semplinoltre, la tecnica puo
rivelarsi controproducente nel caso in cui ci siaa uperiodicita nella lista
campionaria.

Campionamento stratificatoUn campione semplice stratificato si ottiene
dividendo la popolazione oggetto di studio in grugsclusivi (strati), e poi
procedendo ad estrarre casualmente le unita caanpoda tutti i singoli strati. La
stratificazione puo migliorare I'accuratezza deinpéone perché, assicurando che
ciascun gruppo venga rappresentato, permette derag la tendenza del
campionamento casuale semplice a sovra o sottoasg@muare alcune sezioni della
struttura campionaria. Il numero di unita campienala prelevare da ogni strato
puo essere definito con metodi diversi. Il piu come il metodo dell’allocazione
proporzionale, in base al quale il numero di urdEmpionarie selezionate e
proporzionale al numero di individui in ogni stratQuesto metodo € il piu
conveniente nel caso in cui ci sia lo stesso caslocampionare ciascun strato,
mentre se ci0 non si verifica sono da preferirei &tpiu complessi metodi di
allocazione (Levy & Lemeshow, 1999).

Campionamento a clustegli strati possono a loro volta essere raggruppdla
base della localizzazione geografica, come diffierpaesi, regioni, province o
comuni, o categorizzati in base ad altre variadpilali ad esempio il periodo di
tempo durante il quale vengono raccolti i campidBli strati vengono cosi
denominati clusters. Effettuare un campionamentoiascuno di questi cluster pud
tuttavia risultare dispendioso e lungo, a meno rbe si operi una selezione di
pochi clusters nei quali raccogliere i campioni.eQa procedura viene definita
campionamento a cluster. Solitamente vengono camapiotutti gli animali
appartenenti ai clusters selezionati, e si parlaagnpionamento a cluster a uno

stadio.ll campione puo essere estratto anche in piu difase viene selezionata un
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campione fra i clusters, nel quale si procede adubrcampionamento di alcuni

animali. Questo campionamento €& detto a clustaneastiadi, nel quale i clusters
rappresentano le unita primarie, e gli individdegeonati nel sub-campione le unita
secondarie. Se invece le unita secondarie consistogruppi di animali, si possono

pianificare ulteriori stadi di campionamento, prdeedo ad un campionamento a
cluster multi-stadio.

Il campionamento a cluster puo essere utilizzasnda non € disponibile una lista
completa dei membri della popolazione; é suffi@edisporre di una lista delle

unita primarie, e di una lista dei membri appanténalle unita selezionate. Questa
tecnica campionaria si rivela utile e relativameemonomica permettendo di

concentrare il campionamento su una parte dell@lpajpne, ma fornisce risultati

meno precisi rispetto di altri metodi quali il caimpamento casuale o sistematico
sullo stesso numero di animali, poiché la prevaetizmalattia tende ad essere piu
variabile tra gruppi che all'interno dei gruppi.

Nel caso non sia possibile disporre dei dati derdorirnecessari alla costruzione
della struttura del campione, i clusters possonseres definiti utilizzando le

coordinate di una mappa suddivisa in quadrantsperapposizione di una griglia.

1.3.3 Stima della dimensione del campione

I numero di animali che devono essere campionati corso di un’indagine
epidemiologica dipende da considerazioni di orgiregico, quali la manodopera a
disposizione e la disponibilita di informazioni degnafiche sulla struttura del
campione, e di ordine statistico, cioé la precisiatella stima della prevalenza e la
prevalenza attesa per la malattia indagata.

La capacita di una metodica campionaria di detemrsinl valore reale di una
variabile di una popolazione (la precisione del ade) pud essere espressa in
termini di intervallo di errore accettato per lar&. L'errore pud essere definito in

termini assoluti o relativi. Ad esempio, un errassoluto tollerato di = 2% per una
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prevalenza di 40% rappresenta un intervallo adwédtadi 38-42%. Un errore
relativo del £ 2% per la stessa prevalenza corndpaal 2% del 40%, cioé ad una
stima di 40% = 0,8%, corrispondente ad un inteovaticettabile di 39,2-40,8%.

La prevalenza attesa della malattia, benché sambparadosso, € un’informazione
necessaria nella definizione del piano di campiaramper un’indagine il cui fine
e proprio la stima della prevalenza. Con valoesittli prevalenza vicini allo 0% o
al 100% l'intervallo di confidenza risultante sanalto piu stretto di quello ottenuto
con un valore di prevalenza attesa attorno al 5686 che nel primo caso sara
necessario un campione di dimensioni piu ridottegéenere lo stesso intervallo di
confidenza.

La dimensione del campione necessaria a stimagpeelzlenza di malattia in una
popolazione molto grande (teoricamente infinitad @ssere stimata per una certa
precisione ed un certo intervallo di confidenza.foemula classica utilizzata nel

campionamento casuale semplice per un intervakouiidenza del 95% e:

1= 1.962 Pexp (1-Pexp)/ 2,

dove nn = dimensione del campionB., = prevalenza attesad = precisione

assoluta desiderata.

Esistono tabelle che possono essere consultate @gseun valore di prevalenza
attesa, precisione ed intervallo di confidenza gakis forniscono il numero di

campioni necessario (vedi allegato | e Il). Talbeke come la formula sopra
riportata sono basate sull’approssimazione norralée distribuzione binomiale,

approssimazione accettabile nel caso la dimendletia popolazione oggetto del
campionamento sia grande rispetto a quella del wamap Al crescere della
dimensione del campione rispetto a quella dellaofagione, diminuisce la varianza
della stima della media della popolazione e sia&dliampiezza dell'intervallo di

confidenza. In popolazioni relativamente piccole péssibile selezionare un

campione in proporzione piu ridotto di quello nezg® per popolazioni
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teoricamente infinite per ottenere lo stesso loveli precisione. Cosi, € possibile
utilizzare una formula che corregge la dimensio@enmonaria richiesta per

popolazioni non infinite:

Nagj=Nxn / N+n,

doven e la dimensione del campione basata su una popotanfinita eN & la
dimensione della popolazione oggetto dell’indagRisulta utile calcolare il valore
di 11a4j nel caso in cuit rappresenti piu del 5% a.

Nel caso, frequente, in cui nellindagine siandizgati test ‘imperfetti’, cioe con
una sensibilita e specificita diagnostiche inferadrl00%, generando risultati falsi-
negativi e falsi-positivi e fornendo quindi unansai della prevalenza, piuttosto che
una prevalenza reale, e corretto calcolare la dsinee del campione con

includendo i valori di sensibilita e specificital dest utilizzato (Thrusfield, 2005).
1.3.4 Stima della presenza di malattia

Se lo scopo di un’indagine é quella di sapere sernalattia sia presente 0 meno in
un gruppo di animali (senza stimarne la prevalenzaylimensione adeguata del

campione puo essere calcolata usando la formutamdedcCannon e Roe (1982):

n = {1-(1-p1)/4} {N-d/2}+1

dove n = dimensione del campiondy = dimensione della popolazioned =

numero minimo di animali positivi attesi nella péguaone; p1 = probabilita di

rilevare almeno una positivita nel campione.
Anche in questo caso si puo far ricorso a tabdike riportano, per una probabilita

di rilevare almeno un positivo pari al 90%, 95%99@ la dimensione del campione
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necessaria per diversi valori di prevalenza e d@timensioni della popolazione
oggetto dell'indagine (Allegato 1), come riportatda Cannon e Roe (1982).
Utilizzando la formula o le tabelle citate si assum questo caso che il test
diagnostico utilizzato possieda una sensibilitauead specificita pari al 100%,
condizione non sempre realistica (Cameron e Baldb@88). E’ possibile includere
il valore di sensibilitd e specificita del test gl@stico utilizzando formule
complesse che restituiscono non solo la dimensd®lecampione corretta, ma
anche il numero massimo di animali del campione pb®sono risultare positivi
supponendo che la malattia sia assente dalla popo& al livello minimo di
prevalenza specificato, assumendo quindi che ficsitivi rilevati ci siano dei falsi
positivi (Thrusfield, 2005).

I metodo sopra descritto risulta utile anche nabkac in cui il calcolo della
dimensione del campione per la rilevazione delles@nza della malattia in una
popolazione sia applicato quando l'unitd di camprmoBnto € costituita da
aggregazione di animali. Il calcolo della numes@mpionaria si risolve in questo
caso ad una procedura a due stadi, che includefil@zione del numero di gruppi
che devono essere campionati e il numero di animhaliprelevare in ciascun

aggregato.
1.3.5 Calcolo degli intervalli di confidenza

E’ possibile calcolare un intervallo di confiderdel 95% per un campione casuale
semplice per una dimensione campionariad una prevalenza stimafausando la

formula seguente, basata su un’approssimazione aw@rrdella distribuzione

binomiale:
P-1,96VP (1-P) / n, P+1,96\P (1-P) / n

La formula assume che la popolazione dalla quial@mpione é estratto € grande, e
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che la frazione campionariﬁ e piccola; se cid non avviene, e il campione
rappresenta pit del 10% della popolazione intdraumeratoreP (1-P) deve
essere moltiplicato pl - f). La formula inoltre assume ci®> 0,05 e< 0,95 e
chenP en(1-P) > 5. Nel caso sia disponibile solo un campione mpitzolo, il

terminen(1-P) puo essere minore di 5 e diventa necessario dblabegli esatti

intervalli di confidenza basandosi sulla distrilmme binomiale (Altmaret al,
2000).

Nel caso di malattie a bassa prevalenza, se vippicata un’approssimazione
normale alla distribuzione binomiale risulta neeess un campione molto
numeroso per stimare un intervallo di confidenzeatiabile. Se la prevalenza di
malattia attesa é inferiore allo 0,02% é possibtibzzare un metodo alternativo
basato sulla distribuzione di Poisson (Altnatral, 2000).
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1.4 SORVEGLIANZA E MONITORAGGIO DELLE
MALATTIE DELLA FAUNA SELVATICA

E’ ormai ampiamente riconosciuto come nei paesuinsi attua una sorveglianza
delle malattie delle popolazioni di animali seleatisia piu probabile la
comprensione dell’'epidemiologia di specifiche indez e di zoonosi all'interno dei
loro confini e migliore la preparazione alla difedella salute di fauna selvatica,
domestica e del’'uomo (Morner et al, 2002). Redportdel Working Groupsulle
malattie della fauna selvatica d€lffice International des EpizootiefOIE:
Organizzazione Mondiale per la Salute animale)egrdo alla 6° sessione generale
del Committee internazionale € riportato che twvitd di traslocazione di animali
selvatici sono in aumento, con il rischio economiganitario ed ambientale della
concomitante introduzione di malattie. NBleport inoltre si ricorda come la
sorveglianza delle malattie della fauna selvatiappresenta una necessita di
crescente importanza e che un paese non puo dichilar presenza o I'assenza di
un’infezione nelle popolazioni selvatiche nel $aoitorio senza un aver condotto
un adeguato campionamento e non aver sottopostati iad analisi statistica.
Chiaramente, la nozione di “assenza di evidenzdaewdenza di assenza” e
importante per le popolazioni selvatiche come lop&r quelle domestiche.
Programmi regolari di monitoraggio diventeranno gerpiu parte della verifica
dello stato di liberta da specifiche malattie daumazione e della conferma dello
stato sanitario delle popolazioni a vita libera.

Le malattie della fauna selvatica si manifestanmoite forme in una vasta gamma
di specie e popolazioni, e possono avere un imgajtoficativo sull’ecologia delle
popolazioni ospiti (Morneet al, 2002). Mentre alcune malattie sono presentenell
popolazioni selvatiche in forme asintomatiche ocfinithe senza nessun apparente
impatto sull’ecologia delle popolazioni selvatickenessuna conseguenza per la
salute delle specie domestiche e delluomo, ocoasiwente si verificano
drammatici focolai epidemici caratterizzati da natith e morbilita elevate.

Inoltre, gli animali selvatici possono essere swibadi malattie comprese nella
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lista dell’OIE, come di altre malattie importangrda salute degli animali domestici
e delluomo. Di conseguenza, la sorveglianza attivanalattie di riconosciuta
importanza da un punto di vista economico e pesalate pubblica si rivela di
particolare interesse nazionale. In precedenzea téeconcezione che la notifica di
una malattia denunciabile, come quelle nella I31&, nella fauna selvatica potesse
penalizzare un paese esportatore, soprattuttoasel io cui tale malattia non fosse
presente nelle popolazioni di animali domesticiidéhtificazione di malattie
notificabili nelle popolazioni selvatiche non dolbe necessariamente ripercuotersi
sul commercio (principio della compartimentazioneJutti i paesi dovrebbero
essere incoraggiati a sviluppare e mantenere g@itbgrammi di sorveglianza delle
malattie della fauna selvatica che completino gettpo i programmi nazionali di
sorveglianza della sanita animale.

La sorveglianza delle malattie dello popolazionilvatche comprende
I'identificazione della presenza della malattia eijg di ricerca, la stima della sua
prevalenza e della sua distribuzione spazialel eamitoraggio del suo andamento
e della sua evoluzione. | metodi di campionamemtababilistici appropriati per
raggiungere gli obiettivi della sorveglianza soraxg familiari a molti specialisti
della fauna selvatica, per la maggior parte biolagcui formazione € basata su
studi sperimentali nei quali i concetti di contoplmanipolazione, e ripetizioni sono
pietre miliari. Inoltre, molti biologi si approcaa alla stima solo attraverso le
indagini piu semplici quali il campionamento casusgmplice e stratificato.

Le indagini campionarie si basano su campionamembabilistici per definire
unita di campionamento (ad esempio aree o indiyidlliinterno delle popolazioni
di interesse. Il campionamento probabilistico e tmospesso usato quando
I'obiettivo e la stima di medie o totali di popolaze come la prevalenza di malattia
ed il numero di animali ammalati nella popolazioed, € anche applicato dalle
agenzie di governo per monitorare i cambiamentiangisponibilita delle risorse.
Nel disegno campionario, sono applicate regoledsfimite per la selezione casuale

di un campione che concettualmente sia rappresemtdella popolazione oggetto
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di studio. Quando si procede a campionare la faehatica, spesso il campione e
rappresentato da una lista di aree mutualmenteisgel (plots di territorio) che
contengono gli animali (elementi della popolazionhe) regole per la selezione ed |l
modello di campionamento permette di calcolare rababilita che un’unita di
campionamento e/o un elemento della popolazionénslaso nel campione e di
ottenere degli indici adeguati per uno specificeedno campionario. Essendo le
probabilita di selezione conosciute, si possondvees valide proprieta statistiche
delle stime ottenute, permettendo una validazi@iendtodo utilizzato.

Benché negli studi sulla fauna selvatica si affedimprocedere con campionamenti
casuali, molto spesso le osservazioni sono otteanutarie maniere, nessuna delle
quali si puo definire casuale (ad esempio gli afiibbattuti o quelli investiti).
Quando viene utilizzato tale forma di campionameftconvenienza, la probabilita
di selezione non pud essere descritta con metadlitian risultando pertanto
impossibile ricavare degli indici validi o corredtirori standard. In pratica, vengono
fatte assunzioni non scientifiche e totalmente grilf fondamento riguardo alla
convinzione che un campione di convenienza siareggntativo della popolazione.
Il problema da analizzare e la necessita pratictattiare con dati empirici negli
studi sulla fauna selvatica. Shaffer e Johnson §R0tanno gia trattato della
possibilita di randomizzare il trattamento per 8ia le potenziali relazioni di
causa-effetto. Un altro tipo di problema e la desmne di una popolazione in un
certo momento o in un certo periodo di tempo (aghgso, stimare la prevalenza,
puntuale o di periodo, di una malattia), problenh& cichiede che i dati siano
raccolti con un campionamento statisticamente Sogivo (ad esempio, campioni
probabilistici che possono essere utilizzati peéerare stime valide riguardo alla
popolazione studiata). Proprio come uno studio ispmartale € un metodo
scientificamente rigoroso di verificare 'effetto wh trattamento sulla popolazione,
un’indagine campionaria € un metodo riconosciutceaizzabile per stimare le
caratteristiche della popolazione. Oltre alle stlvasate su un disegno campionatrio,

le stime basate su un modello matematico (che aoh@e include correlazioni e
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tendenze spaziali) o quelle ottenute da una comiauna dei due metodi possono
rivelarsi un approccio efficace al problema (Verti2002).

Benché le metodiche di pianificazione del campiostm della fauna selvatica
siano migliorate negli ultimi 25 anni, nel corsopini di sorveglianza sanitaria o di
indagini di campo vengono comunque spesso utikzragtodiche di selezione del
campione non probabilistiche. | ricercatori cheoscupano di fauna selvatica
riconoscono I'impraticabilita del campionamentouads, ed utilizzano diverse che
vanno a ricalcare piani di campionamento piu cosgleAd esempio, i ricercatori
possono campionare da segmenti separati della gmpok, mimando un
campionamento stratificato su basi probabilistictwe, utilizzare piu risorse
focalizzando il campionamento su certe unita cheisocono maggiori informazioni
(per esempio gli individui con sintomi di malajtiapplicando un concetto simile a
quello del campionamento su probabilita eterogeRaeendo questo, gli specialisti
della fauna utilizzano conoscenze acquisite, cadeesempio le preferenze
ambientali di una certa specie, per indirizzaggacesso di osservazione verso una
stima apparentemente piu rappresentativa dellalaopoe oggetto di studio. Meno
frequentemente i ricercatori valutano le dimenisiotiimali del campione o
confrontano l'efficacia di piani diversi sulla bas#elle risorse disponibili
(Thompson, 2002).

La notifica di episodi di malattia 0 mortalita cb@nvolgono popolazioni selvatiche
puo rappresentare il primo stadio dell’allerta l@eprobabile presenza di un nuovo
agente eziologico. Un intervento ed un’indaginecpce di questi episodi inusuali o
inaspettati di malattia sono essenziali allo scdpdeterminare la rilevanza e la
causa di questi focolai. Segnalazioni di questairaapossono rappresentare la
prima indicazione dell'introduzione di un agentetog®no esotico. Esempi
includono l'introduzione in nuove aree di virus a@ati da vettori artropodi, come
il virus West Nile, o la diffusione di malattie inuove aree dovuta a repentini
cambiamenti climatici o ecologici, come nel casdl'e@demia di cecita dei

canguri da Orbivirus.
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La scoperta di importanti agenti di malattia nédlana selvatica puo anche essere il
risultato di attivita di sorveglianza passiva, comecapitato per I'aumento di
mortalitd dei caprioli in Europa nei decenni pass&bno molti i casi in cui
I'evidenziazione di malattie in popolazioni selehie € avvenuta in seguito del
conferimento routinario di materiale biologico abbratori diagnostici. Inoltre, la
ricerca di agenti di malattia nel potenziale osgidvatico pud essere il risultato
della diagnosi di infezioni che colpiscono I'uonoome € avvenuto in Australia per
I'infezione da Lyssavirus dei pipistrelli e in Mgka per l'infezione da virus
Nipah (Morbillivirus), o gli animali domestici, camnel caso dei virus Hendra e
Menangle associati ai pipistrelli.

Molti programmi nazionali di monitoraggio sanitariludono specie selvatiche a
vita libera o allevate. Normalmente vengono attiysitbgrammi di monitoraggio
della fauna selvatica a supporto dei programmi oreti a difesa della sanita
animale, della sicurezza del trasporto e della cernralizzazione dei prodotti di
origine animale, e della salute pubblica. Partéadglategia di monitoraggio delle
malattie della fauna selvatica include la capaditaindagare sugli episodi di
mortalita di massa ed aumento della morbilita esitelromi da nuovi patogeni
(come la malattia emorragica del coniglio e la sante della lepre bruna europea
da Calicivirus), identificare e classificare nupatogeni e monitorare lo stato delle
malattie note nelle popolazioni selvatiche.

A parte le dirette implicazioni economiche, suliduse pubblica e sul commercio
legate alla presenza di malattie nella fauna sebail verificarsi di episodi di
mortalita di massa e di focolai inattesi in pop@at selvatiche po’ rivelarsi un
indicatore importante di disequilibri ecologici,timduzione di nuove specie, di
nuovi agenti patogeni, di cambiamenti climatici a&ahbientali, di inquinamento
degli habitat.
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1.4.1 Monitoraggio degli eventi di mortalita nella faunaelvatica

Gli eventi di mortalita di massa che coinvolgon@@l@zioni selvatiche sono spesso
imprevedibili e inattesi. Gli esempi comprendohaginvenimento di mammiferi
marini, pesci o uccelli marini sulle spiagge o tatti di mare adiacenti la costa, la
scoperta di uccelli morti in boschi, aree agricol@irbane, e casi di mortalita di
massa nei parchi o nelle riserve naturali. Piu aoemente, gli animali selvatici
morti vengono portati ai laboratori diagnostici danduttori di fondi, cacciatori o
gente comune. Tale forma di raccolta passiva plrovefin’ulteriore opportunita di
svelare diverse forme patologiche associate aagenti di malattia. Isolati, questi
conferimenti potrebbero rappresentare un mero deawerito nel database del
laboratorio. In realta, queste conferimenti acquassivamente possono fornire
importanti informazioni riguardo I'evolversi di eve patologici che coinvolgono la
fauna selvatica. La significativita di tali inforziani puo diventare manifesta solo
in una visione a lungo termine come é accadutesadpio, per gli studi sulla lepre
in Europa.

La maggior parte delle indagini sugli eventi di matita naturale nelle popolazioni
selvatiche non si basano su un campionamentotstates random. Si tratta di una
raccolta di varie malattie, di diverse cause di teospesso associate a parziali
informazioni sulla reali distribuzione dei casi. &3to genere di dati fornisce scarse
informazioni epidemiologiche. Un altro aspetto dmsiderare € la ragione o la
motivazione che spinge al conferimento di campigmbiché una maggiore
attenzione da parte dell’opinione pubblica puo uradin un aumentato sforzo di
raccolta e conferimento di campioni. Se il pubblewo mezzi di comunicazione
percepiscono come emergente e importante unatraatilla fauna selvatica,
aumentera la risposta del pubblico, e con essanileno di campioni consegnati.

Per valutare la significativita di un evento di tadita da malattia nelle popolazioni
selvatiche pu0 essere necessario tentare di meswadi valutare il tasso di

mortalita, obiettivo questo non sempre facile. Regre il numero degli animali
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morti e nello stesso tempo stimare la dimensiofia gepolazione locale a rischio
puo incorrere in una serie di errori. Nel corsamdiagini sulle malattie da fauna
selvatica, gli animali infetti 0 malati sono statarcati e monitorati nel tempo. Per
loro natura, questo genere di studi coinvolgono rigtretto range di ospiti e
popolazioni, e si svolgono in un arco di tempo bréMetodi di indagine alternativi
consistono nell'utilizzo della tecnica del radiagking per il monitoraggio della
sopravvivenza degli animali marcati (come nel cdstio studio sulla malattia
emorragica del cervi e della rabbia nel tasso).

Per lo studio di malattie significative della fauselvatica, la sorveglianza attiva
rappresenta I'approccio migliore. | programmi div&glianza attiva si propongono
di raccogliere un certo numero di campioni da ule@gbazione bersaglio (di
animali sia vivi che morti) per valutare la preveda puntuale di certe infezioni
usando tecniche per evidenziare l'antigene o amicepecifici. Una volta
identificato I'agente patogeno, gli esami sierobbgsupportati da accurati test
specie-specifici sono il mezzo piu utilizzato patutare attivamente la diffusione e
la distribuzione dell'infezione nella popolaziorehatica oggetto di studio (Corner
et al, 2002).

La capacita di prevenire e reagire efficacementemsdodi inattesi di mortalita e
morbilita che coinvolgono la fauna selvatica diperthlle conoscenze pregresse
acquisite in merito a tali eventi. Le malattie itifee devono sempre essere incluse
nelle possibili cause. Il campionamento nel corséodolai epidemici pud essere
minimo, opportunistico e selettivo. In ogni cas@mpd una prima valutazione
preliminare dei risultati di laboratorio, sarebhespicabile che seguisse un secondo
campionamento piu esaustivo. E’ plausibile cheenalke piu remote, un residente
o un biologo di campo rilevi un'anomala morbilitaprtalita o malattia clinica nella
fauna selvatica. Nel caso I'indagine iniziale dfedata a personale poco qualificato,
risulterd di primaria importanza il contatto con gpecialisti e I'elaborazione di
dettagliate istruzioni sulle modalita di raccoltaanservazione dei campioni. Con il

tempo, lo sviluppo di specifici piani d’azione erkdazione di manuali operativi,
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uniti ad attivita di formazione, miglioreranno ffiefacia dell’azione di operatori sul
campo e ricercatori nel rispondere allemergenzaaiso utili anche lo sviluppo di
reti nazionali ed internazionali per la segnalagidnmalattie della fauna selvatica e
la diffusione di moduli formativi per lo svolgimentelle indagini.

Il monitoraggio della presenza di malattia e laut@tione dello stato sanitario della
fauna selvatica sono normalmente basati sul prestppche qualsiasi dato
patologico raccolto da animali appartenenti a papohi a vita libera possano
fornire informazioni sul rapporto ospite-agenteotxjico all'interno di una data
popolazione e di un dato ambiente.

Per verificare se un evento di mortalitd o mordil@ di natura infettiva, &
importante raccogliere il maggior numero possildiedati relativi all’incidente.
Benché spesso risulti difficile disporre di animalorti o malati da esaminare,
dovrebbero comunque essere fatti dei tentatici gt@nare il loro numero e
rapportarlo alla dimensione della popolazione ®tpbtenzialmente esposta a
rischio. E’ inoltre importante relazionare l'inserza della malattia ad altri fattori
ambientali che potrebbero predisporre al manifestdella malattia, oltre a
predisporre una sequenza temporale degli eveme<{line).

L’identificazione precoce delle malattie si rivedssenziale nell’approntare una
reazione pronta, ma verificare con relativa cedelez presenza, ed ancor di piu
'assenza, di una malattia o valutare il tempo eentrquale una malattia viene
identificata risulta estremamente difficile perdeoprieta statistiche proprie della

determinazione degli eventi rari (Doherr e Audig@01; Venettet al, 2002).

1.4.2 Campionamento e malattie della fauna selvatica: iime

peculiarita

E’ intrinsecamente piu complesso monitorare loossatitario della fauna selvatica
rispetto a quanto avviene negli animali domestsdi. animali selvatici non sono

rinchiusi in recinti e possono muoversi su ampi alkre Questo risulta
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particolarmente evidente per uccelli e mammifergnaiori che stagionalmente si
spostano attraverso continenti ed oceani. Le oppité di campionamento sono
poche e su brevi archi temporali, oltre ad esggees® legate a siti di alimentazione
o riproduzione.

Gli animali selvatici occupano ambienti naturalidiverse maniere. Per le specie
che si aggregano in grandi numeri in spazi apeventi di mortalitd inusuale sono
facilmente visibili ed identificabili (ad esempiogsso i siti di alimentazione, e nelle
colonie nella stagione riproduttiva). Nel caso pece piu elusive, o che abitano
aree remote (come le zone polari, i deserti 0 adtree disabitate), o aree
montagnose o zone di giungla e foreste inaccéissiai presenza di eventi
patologici pud emergere solo come il risultato @caolta casuale di materiale
biologico e come risultato di sforzi di sorveglianattiva. Specie a vita libera che
sono di piccola taglia o che sono difficilmenteebili nel loro ambiente naturale
possono essere colpite da eventi di mortalita dss@manon segnalati per anni o
decenni. Spesso la sola indicazione di una pa#loge sta causando mortalita in
una popolazione selvatica e il declino locale cstlfezione di alcune specie.
Unicamente attraverso programmi che prevedono reattsistematiche e
campionamenti mirati si puo giungere alla compm@msi delle vere cause del
declino osservato.

A parte specie gregarie o che vivono in grossi maggamenti e possono cosi
raggiungere numerosita di decine di migliaia diividui, gli animali selvatici
vivono anche in piccoli gruppi, come le coorti féiari, 0 occupano territori come
singoli individui solitari o come coppie. Inoltréarea occupata pud variare da
home range limitati di pochi ettari, a vastissimnge coperti durante movimenti
nomadi di centinaia o migliaia di chilometri. Molspecie selvatiche compiono
movimenti migratori stagionali durante i quali sosmttoposti a stress climatici e
nutrizionali. L'esposizione stagionale a artropadittori rende spesso la fauna
selvatica ospite e mezzo di diffusione di una vgstama di malattie parassitarie,

virale e batteriche trasmesse per via ematica.
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Una mortalita/morbilita di massa nelle popolaziseivatiche rappresenta una sfida
per gli studiosi delle malattie della fauna, ragergando i focolai di mortalita o
morbilita inattese un’opportunita di raccolta e@bsrazione di dati di campo e
permettendo di verificare I'efficacia dei proto¢aliagnostici per l'individuazione
dell’agente patogeno e della sua epidemiologia.

Un episodio di malattia che riguarda la fauna detagouo inizialmente non essere
segnalato o studiato. Solo una discussione multglisare e piani di
campionamento esaustivi possono svelare la natliegpidemiologia dell’evento
patogeno. Spesso risulta difficile seguire con ioomtt la sequenza degli eventi nel
corso di un focolaio epidemico, poiché le infornwem sui segni clinici e
sull’evoluzione della malattia possono essere imgleta. Inoltre, se avviene
l'introduzione di un nuovo agente eziologico in upapolazione totalmente
recettiva, la diffusione dell'infezione avverra cordici di mortalita e morbilita
particolarmente elevati, e risultera utile metteraelazione il tasso di diffusione
con variabili stagionali, geografiche e climatichdaturalmente si rivelano di
primaria importanza alla comprensione della pategedella malattia in oggetto
studi sperimentali su trasmissione e recettivita.

Eventi di mortalita di massa spesso si verificamduioghi di aggregazione delle
specie selvatiche, come i siti riproduttivi o dinantazione. Frequentemente
vengono colpiti da morie di natura infettiva glicedi acquatici migratori in Nord
America, come nel caso delle epidemie di colerarave botulismo, malattia di
Newcastle e influenza aviare.

Le indagini e il monitoraggio di episodi di mortali nella fauna selvatica
dovrebbero permettere di raccogliere il maggior eworpossibile di informazioni
dalle poche carcasse disponibili. Un adeguato progra di campionamento
dovrebbe prevedere la raccolta di dati quantitatigualitativi (riguardo alla specie
coinvolta, al comportamento, a rilievi clinici, @s®ervazioni anatomo-patologiche,
ecc). Il prelievo di campioni ematici, come di caamp di tessuto adeguatamente

conservati, permettera di supportare le indagini giengere all'identificazione
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degli agenti patogeni coinvolti. L’identificazionadellagente patogeno é
indispensabile alla comprensione dei meccanisrmadmissione.

Possono presentarsi difficolta pratiche nella \&isne del tasso di mortalita come
proporzione calcolata sulla popolazione a riscl@di. animali selvatici possono
essersi dispersi dopo un episodio epidemico, redmémpossibile la valutazione
del tasso di mortalita e morbilita.

Puo rivelarsi difficile anche la scoperta e la eodégli animali morti e/o malati.
Ormai € accertata la necessita di programmi dieggianza delle malattie della
fauna selvatica, e le ragioni sono diverse. In Rayda rabbia silvestre rappresenta
uno storico esempio di tentativo di raccoglierdesmaticamente campioni per la
diagnosi e per ottenere informazioni fruibili apabbliche amministrazione per la
tutela della salute umana e animale. Quando laiaabldiffuse in tutta I'Europa,
emerse la necessita di una cooperazione interreeioa di programmi di
sorveglianza per contenere la diffusione dell’indee.

In Europa I'Organizzazione Mondiale per la Sani@o(ld Health Organization,
WHO) ha creato un centro per il monitoraggio desicdi rabbia su scala
continentale per informare i paesi membri dellaissitone epidemiologica con
cadenza quadrimestrale. Il primo bollettino risalel977. Questo € stato il primo
tentativo di circolazione delle informazioni in Bpa su malattie della fauna
selvatica.

Tra i primi programmi di sorveglianza di malattielld fauna selvatica ricordiamo
quelli attuati in Danimarca negli anno '30 ed ine3wa negli anni '40. Questi
programmi erano basati sull’esame dei campioni exitnfai laboratori veterinari.
Questi programmi hanno rilevato in Svezia il profdedegli avvelenamenti da
mercurio di animali selvatici negli anni '50, edespvano con un laboratorio
centrale che raccoglieva campioni da ogni partepdebke. Attualmente programmi

simili  sono in corso in Danimarca, Norvegia e Fmla.
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INFLUENZA AVIARE. ECOLOGIA ED EVOLUZIONE
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2.1 INFLUENZA AVIARE. ECOLOGIA ED EVOLUZIONE

L'influenza & una patologia infettiva che colpiseecelli e mammiferi, causata da
un RNA virus appartenente alla famiglia delle ©rtfixoviridae, genere
Influenzavirus.

La patologia € caratterizzata da una sintomatolpggtamente respiratoria dato il
tropismo del virus per le cellule presenti nelle vespiratorie superiori e nei
polmoni, ma la malattia puo assumere sfumaturécbkndiverse in relazione al tipo
e alla gravita dei sintomi; tali differenze rapmetsno I'espressione della grande
varieta di sub-tipi e di profili di patogenicitaggeduti dai virus influenzali di tipo A.
La continua evoluzione dei virus e la continua egaera di un sub-tipo dominante
rispetto agli altri li rende potenzialmente in gvadi determinare grave patologia
nelle specie avicole nonché causa di epidemia dmnoel’'uomo, e, qualora
vengano soddisfatte determinate caratteristiclsparesabili di disastrose pandemie.
Le epidemie influenzali del pollame sostenute dasviaviari ad alta patogenicita
furono inizialmente riconosciute in Italia nel 18if8seguito alla diffusione di una
grave patologia respiratoria caratterizzata da raltatalita tra il pollame allevato
della Lombardia, e la malattia fu denominata Pe&steare (Fowl Plagug, ad
indicare gli effetti devastanti provocati dallaadlazione di un virus influenzale
allinterno di un allevamento (Perroncito, 1878).edl anni successivi si
verificarono frequenti focolai sostenuti da HPAIus con effetti piu 0 meno
marcati sulle produzioni, sino al’emergenza deliNHL nel 1997 nei paesi del Sud
Est Asiatico.

Nell’'uomo, oltre a causare le epidemie influenzalhuali, causa di mortalita per la
fascia di popolazione piu anziana e affetta dalpgi® croniche, i virus influenzali
sono stati responsabili delle tre devastanti pamelel® secolo scorso, e la recente
comparsa dellH5N1 lo ha reso oggetto di studiguanto potenziale responsabile
di una nuova pandemia. | virus influenzali possamfettare una gran varieta di

ospiti, mammiferi e uccelli, ma gli uccelli sel@tacquatici fungono da reservoir,
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albergando tutti i 16 subtipi di HA e i 9 subtipi A presenti, e garantendone il
mantenimento. All'interno di queste specie infaitie creato un equilibrio ospite-
virus che permette un’infezione asintomatica deglimali con contemporanea
eliminazione di una notevole quantita di virus. dogia delle specie, in
particolare la tendenza gregaria e l'utilizzo de#lene umide come habitat
principale e punto di congregazione di molti esemm@nche appartenenti a specie
diverse li rende ancora piu adatti come serbataitwirale di virus dotati di gran
trasmissibilita e resistenza nell'ambiente acqoatic

Un'ulteriore caratteristica della maggior partelelapecie reservoir e la migrazione
stagionale. L’effettuazione nel corso dellannodde viaggi, uno verso le zone di
riproduzione e uno verso le zone di svernamentee ¢ff possibilita, supposto che
gli animali infetti siano asintomatici e in grado effettuare un normale cammino
migratorio, di una trasmissione dei virus a lungstashza che ripercorra le zone
visitate dagli animali durante il viaggio. La conesza della distribuzione delle
principali zone umide visitate dagli uccelli seleatpotrebbe permettere di
prevedere, almeno teoricamente quali zone di urséPa@ano piu a rischio di
introduzione di virus influenzali, e di dirigererge queste le azioni di monitoraggio
e sorveglianza degli uccelli selvatici acquatiapnohé di attuare misure volte a
diminuire il rischio di contatto diretto e indiretttra uccelli selvatici e pollame

domestico.

2.1.1 Eziologia

I virus influenzali appartengono alla famiglia @elOrthomixoviridae, genere
Influenzavirus, e sono gli unici componenti debaniglia. Sono distinti i tipi virali
A, B e C e thogotovirus, microrganismo veicolatdledlaecche. | virus vengono
classificati appartenenti al tipo virale A B o C liase alla differenza antigenica
delle due proteine NP e M1 che vengono chiamatiigani tipo specifici”. | virus
influenzali di tipo A sono comunemente isolati daaugrande varieta di ospiti,
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uccelli e mammiferi uomo compreso; e l'unico tipicale tra i tre veicolato dagli
uccelli e in grado di causare pandemie nelluondipb B presenta uno spettro
d’ospite esclusivamente limitato al'uomo ed & umgortante causa di morbilita
generalmente su scala regionale, causa di scargalitag riguardo al tipo C si
conosce poco e non sembra essere particolarmeoggepa (Earret al, 2002).

Il virione e piccolo, con diametro compreso tra §0 e 120um, pleomorfo,
rivestito da unenvelopederivante dalla membrana cellulare dell’'ospite i ¢
vengono incorporate tre glicoproteine di sintesiale: la NA e la HA che
rappresentano i principali antigeni di superficielae glicoproteina M2. Tra |l
nucleocapside e I'envelope si interpone, costitoamth sorta di involucro posto al
di sottodell’envelope, la proteina M1 o proteina di matrice

Il nucleocapside ha simmetria elicoidale e contigigenoma virale, costituito di 8
segmenti di RNAsingle stranda polarita negativa, che codificano per 10 proteine
virali.

Gli otto segmenti in cui & frammentato il genomeahd contengono 10 geni che
codificano per 10 proteine, 8 proteine struttu(RIB2 polimerasi, PB1 polimerasi,
PA polimerasi, HA, NP, NA, M1, M2) e 2 non strutlir localizzate nel citoplasma
della cellula ospite. Tutte queste proteine sondificate da segmenti singoli e
separati dell’ RNA virale ad eccezione delle pno¢enon strutturali e delle proteine
M1l e M2. La caratteristica di possedere un genoegmsentato, e la scarsa
efficienza di correzione della RNA polimerasi, cemfce a questi virus una
caratteristica di instabilita genetica.

Per questi virus infatti, € stimata una frequenzaemore pari ad una base
nucleotidica per ogni ciclo di replicazione viral®rake, 1993). Se questi
cambiamenti nella composizione genetica avvengon@resenza di pressioni
selettive da parte del sistema immunitario delli@spmutanti che presentino una
modificazione vantaggiosa per l'ecologia del viquessono essere selezionati e
divenire il ceppo virale predominante all'interno duell’ospite. Dato che i
principali target del sistema immunitario dell'aspisono le glicoproteine di
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superficie HA e NA, le variazioni importanti dal o di vista dell’'ecologia del
virus riguardano la composizione aminoacidica lilijpateine. Questo fenomeno di
continue mutazioni puntiformi che possono conduastia comparsa di nuove
varianti ecologicamente avvantaggiate, € conosciomtoe Antigenic Drift.

Un’altra strategia propria dei virus influenzalhecpermette loro di modificare la
propria costellazione genica, € il riassortimenémigo o Antigenic Shift. Questo
fenomeno si verifica quando una cellula animalar@ibaneamente infettata da due
differenti virus influenzali ed & determinato datt6 che l'incorporazione dei
segmenti neotrascritti di RNA virale durante lattagione dei nuovi nucleocapsidi
e parzialmente casuale.

Il virione di nuova sintesi pertanto pud possedarggenoma costituito da segmenti
provenienti dal genoma di entrambi i virus pare®é.il nuovo virione possiede tutti
gli otto segmenti di RNA necessari per il ciclordplicazione virale compare un
nuovo ceppo virale vitale e infettante’ stato calcolato che la contemporanea
infezione di una cellula con due virus influenzidifferenti puo dare origine fino a
256 discendenti diversi (Webster e Walker, 2003ndccanismo sopra descritto e
ritenuto essere alla base della comparsa di cejpgli vesponsabili di storiche
pandemie nelluomo, successivamente alla ricomlpm&z tra virus di origine
umana e virus aviari all'interno di un terzo ospiten aviare e non umano, sensibile
all'infezione con ambedue i virus. Il ruolo di “nig vessell”, ovvero di sito di
ricombinazione dei virus influenzali, sulla base alinsiderazioni di carattere
epidemiologico e di evidenze di tipo biochimico eletolare, € stato affidato al
suino.

Un terzo meccanismo che potrebbe contribuire alaparsa di nuove varianti e
stato dimostrato essere la ricombinazione intracotéee del genoma virale con
MRNA cellulare (Webstegt al, 1992).

Le proteine PB1, PB2 e PA fanno parte del compleldie polimerasi ed hanno
attivita endonucleasica, trancrittasica e di reggione del’lRNA. Tutte sono
localizzabili nel nucleo di cellule infette. NP @teoproteina), il primo antigene
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tipo specifico € fondamentale per la sintesi di RWmale. M2 & una proteina che
funge da canale ionico, controlla il flusso protmnin modo da mantenere il pH
costante all'interno del reticolo di Golgi durataesintesi dell’ HA. Le proteine non
strutturali NS1 e NS2 sono fondamentali nel progcelgeplicazione del virus per
quanto il loro ruolo preciso non sia ben stabilito.

La HA o emoagglutinina € una glicoproteina di meamar ed e il principale
antigene di superficie. Ha la funzione di permetteassorbimento del virus da
parte della cellula ospite mediante la fusione’e@llelope alla membrana cellulare
successivamente al legame dell’estremita liberda dmloteina con i recettori di
acido sialico presenti sulle membrane delle cebulienali. La HA neo-sintetizzata,
chiamata HAO, non € in grado di effettuare taleiteg: deve subire uwrleavageda
parte di proteasi dell’ospite che la scomponganosagmenti HA1 e HA2. Ogni
monomero della HA consiste in una lunga catenaielate ancorata alla membrana
dall’'estremita HA2 e sovrastata da una parte gkmeutostituita dall’estremita HAL.
L’estremita del segmento HA1 e quella in gradoftiteuare il legame con l'acido
sialico presente sui recettori delle cellule emtetlell’'ospite. Essendo il principale
antigene di superficie la composizione aminoacidicajuesta proteina € molto
variabile, in risposta alla pressione esercitatasdéema immunitario dell'ospite. In
natura infatti sono presenti 16 varianti di qugstateina (H1, H2, H3....... H16),
che permettono di distinguere all'interno dei vinafluenzali di tipo A diversi
subtipi. All'interno di ciascun subtipo possonoergespresenti svariati ceppi varianti
parzialmente cross reattivi (Webster R.G. et a82)9

La NA o neuramminidasie, come la emoagglutinina, una glicoproteina di
membrana e il secondo antigene di superficie, valgeertanto le affermazioni fatte
per la HA rispetto alla pressione immunitaria aepite e alla comparsa di varianti:
sono presenti 9 subtipi di NA, (N1, N2... N9), si@gicamente non cross reattivi.
Tale proteina ha la funzione di distruggere i rexecellulari e “liberare” i virus
neoformati dalla cellula ospite, permetterne |dudibne e favorire I'infezione di
cellule epiteliali adiacenti.
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M1 e una proteina della matrice che avvolge il eachpside, al di sotto
dell’envelope. E’ la proteina pitu abbondante deibwvie.

La nomenclatura dei virus influenzali € standarcdegue un sistema comune
proposto dalla Organizzazione Mondiale della Sanéh1971, e successivamente
rivisto nel 1980 (WHOExport Commiteel971 e 1980). Per caratterizzare uno
specifico virus influenzale e necessario indichtgo, la specie ospite, la nazione
di isolamento, il numero di serie e 'anno di isoknto. Tra parentesi si indicano i
subtipi HA e NA. L’esempio di una nomenclatura etta € : A/ chicken/ Pakistan/
447/ 95 (H7N3).

Il ciclo virale inizia a seguito della fusione defivelope alla membrana cellulare
mediata dal legame della proteina HA con i recefitgsenti sulla membrana delle
cellule epiteliali dell'ospite. Le particelle viiahfettanti vengono poi internalizzate
nella cellula per endocitosi e, grazie all'azionggdmpa protonica esercitata dalla
proteina M2, viene mantenuto all’interno della vesla endocitotica un valore di
pH tale da garantire il cambiamento conformaziomniaie proteine HA e M1 che,
una volta attivate, mediano la fusione completd’aetelelope con la membrana
della vescicola con conseguente liberazione delenuapside nel citoplasma. Da
qui viene trasferito al nucleo dove inizia la ssitéel’mRNA virale a partire da un
primer costituito da RNA cellulare e la sintesiviRNA. Gli mMRNA neotrascritti
vengono poi tradotti in proteine: le glicoproteidiesuperficie HA e NA vengono
processate nel reticolo endoplasmatico e nel Gddgirestanti nel citoplasma.
L’emoagglutinina e la neuramminidasi vengono quinitasportate verso la
superficie cellulare e si inseriscono nel doppiatst lipidico della membrana. |
nuovi segmenti di VRNA a polarita negativa si uaise alle proteine NP, PB1, PB2
e PA e vanno a costituire i nucleocapsidi elicaidak si associano con la proteina
M1 che delimita le zone di membrana contenentirtgégine HA, NA, M2. Queste
zone di membrana sono quelle che andranno a dosstitenvelope virale. | singoli
virioni vengono rilasciati completi di envelope mgmmazione. Il passaggio finale
della maturazione del virus e rappresentato dalvelge dellHAO nei segmenti
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HAl e HA2 ad opera delle proteasi dell’ospite.

Si suppone che negli uccelli, nei quali il virusomosce un ciclo oro-fecale, il
cleavage si verifichi all'interno dell'ospite, inagicolare a livello dell’epitelio
intestinale; nei mammiferi d’altro canto, in cuinfezione é prettamente respiratoria,
il cleavage e realizzato da proteasi presenti madot respiratorio (Websteat al,
1992).

Quanto piu un virione e sensibile all’attivazionelld HAO da parte di proteasi
presenti in diversi tessuti tanto maggiore € il patenziale patogeno.

L’adesione alla cellula ospite dipende dall'inteoaz tra il sito di legame del
recettore presente sulla testa del’emoagglutiaitizata, in particolare I'estremita
libera del segmento HAL, e il recettore stessop&spsulla membrana plasmatica
delle cellule epiteliali dell’'ospite. La realizzane dell'interazione HAl-recettore
dipende dall’affinita dell’HA per il tipo di sialigoligosaccaride presente a livello
del sito recettoriale, in particolare I'affinita Inegame sembra essere determinata
dal tipo di legame glicosidico presente tra I'acslalico terminale e il galattosio
che lo precede. | ceppi aviari presentano una maggffinita per recettori che
espongono una molecola di acido sialico legataaidtpsio mediante un legame
glicosidico di tipo _ 2,3, che per I'appunto somgcamente presenti sulle cellule
epiteliali intestinali delle specie aviari, ment@ppi umani mostrano una maggiore
affinita per il legame glicosidico di tipo _ 2,6 ehinvece é tipico dei recettori
presenti sulle cellule epiteliali del tratto respario del’'uomo (Harder e Werner,
2006). Tale affinita che determina una certa spg@ifdi legame e alla base della

specie specificita dimostrata dai virus influenzali

| virus influenzali sono divisi in due gruppi: vBuad alta (HPAIV) e a bassa
patogenicita (LPAIV) in relazione ai segni clincdie determinano nell’ospite. Tutti
i 16 subtipi HA, esclusa una piccola percentualevidis con subtipo H5 e H7
(Swayne e Suarez, 2000), non sono ad alta patogeriBeneralmente gli H5 e H7
sono mantenuti all'interno delle popolazioni selsla nella forma a bassa
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patogenicita.

Tutti i ceppi isolati H5 e H7 altamente patogeneg@ntano una caratteristica
comune: la presenza di piu aminoacidi basici, cdiainina o la lisina, in
corrispondenza del sito di cleavage del’emoaggind HAO (OIE Manual, 2005).
Pertanto una semplice mutazione a livello dellaisaga genomica che codifica per
gli aminoacidi presenti sul sito di cleavage, punferire ad un ceppo a bassa
patogenicita il carattere di alta patogenicita, sheaduce all'interno dell’ospite in
una replicazione sistemica facilitata. | ceppi adaa patogenicita infatti sono
suscettibili al cleavage da parte di proteasi preese pochi tipi cellulari (spesso
I'epitelio intestinale degli uccelli acquatici), mtee i virus altamente patogeni sono
suscettibili al cleavage da parte di proteasi priese un’ ampia varieta di tessuti
(Wobeser, 1997).

Per tutti i virus aviari a bassa patogenicita nalipla sequenza aminoacidica del
sito di cleavage del’lHAO deve essere determinasa esulta simile alla sequenza

osservata nei ceppi HPAI, il virus esaminato vieoesiderato altamente patogeno.

2.1.2 Il virus influenzale nei mammiferi

Nel cavallo i subtipi isolati sono 'H3N8 e I'H7NEntrambi causano la comparsa
di segni clinici respiratori quali tosse seccaaeheobronchite, con la presenza di
dolori muscolari e febbre. L'infezione da H7N7 semlvere una gravita clinica
maggiore rispetto all'infezione da H3N8 (Beveridd®65). Studi di filogenesi
hanno evidenziato che i virus furono introdotti caVallo dagli uccelli molto tempo
fa e che si sono mantenuti all’interno di questpitessenza evolversi in maniera
significativa (Kawaokaet al,1989).

Considerando questo fatto si € attribuito al cavalh ruolo di fondo cieco
epidemiologico (Websteat al, 1992).

Anche il visone risultd suscettibile al virus irdlzale, sia dopo contagio per via
naturale che per via sperimentale (Klingerbateal, 1985); il virus isolato
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nell'infezione naturale fu un H10N4 di origine axga

Nel 1979 e 1980 la popolazione di foche della costalest degli Stati Uniti fu
decimata in seguito ad una patologia respiratoaiatterizzata da un quadro di
consolidamento polmonare, tipico delle polmonitiralii primitive. L'esame
anatomo-patologico e microbiologico di campionipdimone e cervello prelevati
dagli animali morti rivelo la presenza di viruslugnzali nei tessuti. In particolare
venne isolato un H7N7 (Geraet al, 1982), e da foche rivenute morte tre anni
dopo sulle medesime coste degli Stati Uniti fuasmlun H4N5, caratterizzato da
una mortalita piu bassa rispetto al ceppo precedé¢Hinshawet al, 1984).
Entrambi i virus si rivelarono essere di derivaga@viaria e questo forni la prova
concreta che un virus di origine aviare puo infetiamammiferi, adattarsi al nuovo
ospite e produrre segni clinici molto gravi (Welbsteal, 1992).

Lo stesso si verifico con le balene, dai cui polindinfonodi e fegato vennero
isolati altri virus influenzali, principalmente H&2 e H13N9, entrambi di origine
aviaria (Hinshawvet al,, 1986).

Nel suino sono stati isolati essenzialmente due subtipi iyirahtrambi di
derivazione aviare: HIN1 e H3N2, per i quali questonale funge essenzialmente
da reservoir (Webstat al, 1992). | segni clinici associati all'infezionersd molto
simili a quelli del'uomo e includono congiuntivjtescolo nasale e febbre. Altri
subtipi di origine aviare ritrovati nel suino soH&aN7 e H4N6 (Browret al,1997).
Nelle popolazioni di suini dell’ est della Cinafiire, € moderatamente presente un
HI9NZ2 di provenienza aviare (Xt al, 2004).

Piu di recente, nel 2004, in uno zoo della Tailangd HS5N1 ha causato la malattia
e la morte in alcune tigri e altri grossi felinieckrano stati alimentati con carcasse
di pollame infette, fornendo la prima prova dellascettibilitd dei felini
all'infezione con virus aviari (Keawcharoen, 20@yirk, 2004; Amosin, 2005).
All'infezione sperimentale con H5N1 sono risultsginsibili anche furetti e scimmie;
il furetto e stato utilizzato come modello per ltudio del comportamento
del’H5N1 nei mammiferi (Zitzow e Govorkova, 2005).
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Da quanto esposto sopra emerge chiaramente comus iinfluenzali che infettano

le diverse specie riconoscano una comune origivieus aviari.

2.1.3 Il ruolo del suino come “mixing vessel”

Il suino e suscettibile alla duplice infezione corus di origine aviare e di origine
umana e cio e confermato dal fatto che le sueleedpiteliali possiedono a livello
del recettore legami glicosidici misti ( _ 2,3 e2,6) (Harder e Werner, 2006).
Questa evidenza biochimica supporta la teoria dwesidera il suino un sito di
ricombinazione tra virus umani e virus aviari, ui,successivamente ad una doppia
e contemporanea infezione, si assiste alla complnsa ceppo nuovo con genoma
misto, con caratteristiche antigeniche sconos@utstema immunitario, infettivo
per 'uomo ed in grado di trasmettersi da uomo maoUn virus cosi originato
potrebbe essere causa di una pandemia tra la popmwaumana. L’ipotesi é
supportata anche da una semplice consideraziomkersmlogica: il suino € un
animale che per la modalita di allevamento e perolee di stabulazione, in realta
non industriali, - quali ad esempio i Paesi del $t&t Asiatico - ha molta

probabilita di contatti frequenti sia con gli udcehe con 'uomo.

2.1.4 Ecologia del virus negli uccelli domestici d’allem@ento

Se un virus veicolato da uccelli selvatici entracantatto con uccelli domestici le
forme cliniche che ne risultano sono variabili acsela che il ceppo introdotto sia
un LPAI o un HPAI virus. Nel caso si diffonda un APvirus all'interno di un

allevamento avicolo, gli animali presentano un goaintomatologico aspecifico,
caratterizzato da sintomi respiratori ed enten@sso associati, nei riproduttori e
nelle ovaiole commerciali, ad anomalie riproduttifealo o arresto della

deposizione, alterazioni dell’'uovo).
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Ci sono comunque LPAI virus che si sono adattatimaniera efficiente alla
replicazione all'interno del pollame allevato, comleuni ceppi dell’Asian HONZ2,
che sono in grado di causare segni clinici grayweecentuali significative di
mortalitd (Banoet al, 2003; Liet al, 2004). Nelle forme sostenute da virus
altamente patogeni si viene ad instaurare un quaohico grave, con una mortalita
che raggiunge il 100% in 48 ore (Swayne e Sua@2QR Gli individui colpiti nella
maggior parte dei casi manifestano severa apatr®bilita, in maniera irregolare
compaiono edema visibile a livello del capo, ciardiscresta e bargigli, diarrea
verdastra e respiro affannoso. Possono esserenpirgeadri caratterizzati da una
sintomatologia neurologica con tremori, posture na@le, atassia, andatura in
circolo, ma sembrano piu tipici dell'infezione ipexie meno vulnerabili da HPAI
virus, quali oche e anatre (Kwe al, 2005).

Quasi mai il virus € introdotto nell’allevamentonge virus ad alta patogenicita,
bensi e frequente che venga introdotto un ceppasaabpatogenicita, che passi
inosservato e che, nell'arco di pochi mesi, cirnd@all'interno della popolazione,

muti ad una forma ad alta patogenicita.

2.1.5 lvirus influenzali nelluomo

Nel corso del XX secolo 'uomo dovette affrontare grosse epidemie influenzali:
la Spagnola nel 1918, I'Asiatica nel 1957 e la Hdfmng nel 1968; di minore

importanza in termini epidemiologici fu la Russa #1877 o pandemia dei giovani.
Le tre epidemie mostrano una chiara irregolaritaquento riguarda l'intervallo di

tempo di comparsa, e differenze notevoli in terndniseverita della patologia e
mortalita. La pandemia del 1918 o “spagnola” futsomsta da un HIN1 e la
diffusione a livello mondiale dell’epidemia avvennel corso di tre ondate, in un
intervallo di tempo compreso tra la primavera d&l8 e i primi mesi del 1919. Si
stima che il numero delle persone infettate coomsia a circa un terzo della
popolazione mondiale di quel tempo - 500 milionipérsone - e che 'ammontare
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dei morti si aggiri attorno ai 50 milioni, probahiénte sottostimati. Una stima
effettiva infatti potrebbe portare a 100 milioninumero totale delle vittime del
virus (Johnson e Mueller, 2002).

La pandemia origino in Kansas, negli Stati Unilijrgerno di un campo militare e
successivamente si diffuse con estrema rapidiEumpa e Asia.

Il virus oltre a diffondersi con una rapidita nodé; fu in grado di provocare la
comparsa di quadri clinici gravissimi caratterizzéd sintomatologia respiratoria
che raramente esitarono in guarigione. In reakame anatomo-patologici eseguiti
sui cadaveri rivelarono che le gravi forme polmandr cui si riteneva essere
responsabile il solo virus, furono il risultato idfezioni batteriche secondarie che
interessarono gli ammalati (Kilbourne, 1960). N@b7 il mondo venne investito da
un’altra ondata influenzale sostenuta da un H2NZ2,cbsiddetta “Influenza
Asiatica”. Un articolo del New York Times dell’af®i 1957 rivela che ad Hong
Kong ci furono 250mila morti. Il virus dimostro gt di essere in grado di
uccidere e causare gravi forme cliniche carattaterla consolidamento ed edema
polmonare anche in assenza di infezioni battesetendarie (Kilbourne, 2006).
Sempre in Cina, nel 1968, ebbe origine un’altradeama: la “Hong Kong".
L’agente eziologico responsabile fu un H3N2. Dd&lima si diffuse a Giappone,
costa ovest degli Stati Uniti, Europa. Il tipo dalatia e la gravita dei sintomi
furono molto differenziati a seconda della zonagyaefica: in Giappone infatti ci
furono episodi di epidemie piccole, disseminataleuarie, al contrario negli Stati
Uniti occidentali I'ingresso del virus risulto imualto tasso di malattia e morte
(Kilbourne, 2006).

I mondo non era del tutto nuovo al virus in quasé: differiva infatti dal virus
responsabile dell’Asiatica circolato 10 anni pris@o per I'antigene di superficie
HA, la NA era la stessa, N2. Cio ha condotto alaucercatori a credere che la
differente risposta al virus delle popolazioni diérersi paesi fosse funzione del
grado di circolazione dell’ H2N2 e quindi del lileeldi protezione immunitaria
presente (Stuart- Harris, 1979).
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Infine, nel 1977, comparve la “Russa” o influeneasa causata huovamente da un
HAIN1. Il primo allarme di malattia si ebbe in Rassiell'ottobre del 1977 ma
guesto si riveld poi essere stato preceduto dddbnel maggio dello stesso anno in
Cina (Beveridge, 1978). All'interno della popolazé gli unici colpiti dal virus
furono i ragazzi giovani al di sotto dei 25 annetf, il che fu attribuito al fatto che
il virus era sconosciuto per il loro sistema imntano, mentre persone piu anziane
si ritiene avessero gia incontrato I'HIN1 durarggpéndemia del '18 o negli anni
successivi poiché si suppone che il virus sia rmasrcolante all'interno della
popolazione, anche grazie ad una sua persistezpatea nel maiale, almeno fino
al 1956 quando fu rimpiazzato dal’H2N2 (Taubenker® Morens, 2006).

Ma da dove originarono questi virus influenzali mesciuti alluomo e tanto
devastanti?

Studi recenti sul virus responsabile della Spaghalano evidenziato la presenza,
all'interno del genoma virale, di geni di origingiaia codificanti per le proteine di
superficie (Reidet al, 1999) ma sembra che il genoma completo si stuBy
all'interno di un ospite sconosciuto (Read al, 2004); ovvero il virus possiede
un’origine aviare ma deve essersi evoluto sepaettmda un punto di vista
filogenetico, e non e ben chiaro in quale resersiogia verificata tale evoluzione. Il
virus comunque era strettamente correlato con ppaeirale che infetta il suino
(Webster e Walker, 2003) e circolante da lungo temelle popolazioni di suini
dell’epoca. Molto piu semplice € invece l'originelldH2N2 del 1957 e dell’ H3N2
del 1968: entrambi furono il risultato di eventi mitombinazione tra il vecchio
H1N1 e virus circolanti all'interno delle popolamicaviari. In questo senso il virus
del '18 puo essere considerato come “la madre”edsliccessive pandemie
influenzali.

Il virus che provoco la cosiddetta influenza roseh77 era lo stesso del '18 che si
suppone riemerse allimprovviso a causa di unadfudp freezer di un laboratorio
(Kendalet al, 1978) . Da quanto esposto emergono due congidarain primo

luogo si evince che I'ampio spettro di virus infhzali albergati dagli uccelli
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rappresenta una fonte pericolosa di ricombinazidm possono condurre alla
comparsa di ceppi nuovi, altamente patogeni e p@knente capaci di pandemie
umane.

In secondo luogo, focalizzando l'attenzione sutiaalizzazione geografica delle
pandemie, si nota che tutte, ad eccezione dellgrigpe, iniziarono in Cina. Il che
ha fatto pensare che la Cina funga da epicentra peus influenzali (Webster,

1992).

2.1.6 Ecologia del virus influenzale negli uccelli acqgtiai

Gli uccelli acquatici selvatici sono considerati riéservoir naturale dei virus
influenzali, intendendo come reservbaspite che mantiene I'infezione e, di solito,
non contrae la malattia, la contrae solo in forread, o lastessa si manifesta solo
in animali giovani, mentre gli adulti sono immuniirfetti a livello sub-clinico.
Mentre in tutte le specie di mammiferi suscettibilnegli uccelli domestici, il virus
influenzale mostra un tropismo per I'apparato negprio, negli uccelli selvatici il
virus si localizza a livello dell’apparato gastrtenco, in particolare nelle cellule
epiteliali dell'intestino e generalmente l'infezer® asintomatica, tranne pochi casi
di infezione da parte di rari ceppi altamente patwgn grado di produrre una
infezione sistemica con coinvolgimento anche d&ksna nervoso centrale e morte
In una settimana.

Nel primo caso, in seguito all'infezione asintornaticon un virus a bassa
patogenicita (LPAIV), gli animali producono una zeme anticorpale di entita tale
da impedire lo sviluppo di segni clinici e la reamione con lo stesso ceppo, ma non
da impedire un’infezione contemporanea con un cejyperso: questo permette al
reservoir non solo di ospitare virus, renderne ipdssla replicazione e la
dispersione nell’ambiente, ma offre I'opportunitéo estesso di fungere da sito di
ricombinazione tra virus diversi (Shagt al, 1997). Uccelli sani si possono

infettare mediante il contatto con animali che ajbeo il virus o semplicemente
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mediante il contatto con acque contaminate. Qupetasi € suffragata dal fatto che
i virus hanno dimostrato di avere una resistenzavate nelle acque, inversamente
proporzionale alla temperatura. Un LPAI virus pimdanere infettante 4 giorni in
acque di lago a 22° C ma aumentare la sua ressster@ad un periodo di 30 giorni
ad una temperatura delle acque pari a 0° C (Webtsdr 1978).

L’eliminazione di nuove particelle virali infettardavviene mediante la via fecale; e
stato stimato che una singola anatra infetta peisanare una quantita di virus
pari a circa 1010 EID per un periodo di tempo Vahatra i 6-7 giorni e i 14-21
giorni (Websteet al, 1978).

| virus influenzali si sono adattati nel corso tihpo alle specie serbatoio andando
verso una completa attenuazione della patogemeii@spite anseriformeQuesti
uccelli consentono la permanenza in natura dei\8ols a bassa patogenicita. |
virus aviari infatti non hanno cambiato signifie@mente la loro costituzione
antigenica negli ultimi 60 anni, a differenza diagto € avvenuto per i ceppi
responsabili di infezione nelluomo e negli altriammiferi che hanno subito
variazioni notevoli nello stesso arco di tempo.

L’infezione di uccelli acquatici con virus ad aftatogenicita (HPAIV) € un evento
raro: in passato sono state registrate solo dusistenti morie provocate da virus
altamente patogeni.

Il primo isolamento di un HPAIV risale al 1961, qui® in Sudafrica un H5N3
causo la morte di almeno 1300 sterne (AlexandedQRC piu recentemente nella
primavera del 2005, in Cina, nel lago Quinghai,HBN1 ha causato la morte di
oltre 6000 uccelli migratori, tra cui Oche indiar@abbiani del Pallas, Gabbiani
testabruna (Litet al, 2005). | focolai sostenuti da virus ad alta gatacita negli
uccelli selvatici sono molto rari in natura in qt@non rappresentano una strategia
ecologica vincente: per lo stesso virus risultaopoanveniente uccidere il serbatoio
attraverso il quale si moltiplica e si diffonde.

Come gia sottolineato in merito alla classificagatei virus influenzali in ceppi

altamente e scarsamente patogeni i virus sono itleditamente o scarsamente
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patogeni in relazione alle conseguenze dell'infeeisperimentale del pollame
(Gallus gallug; HPAI virus in grado di determinare in una popatme di uccelli
domestici gravi segni clinici ed elevate percentdamortalita, se circolanti tra gli
individui di una popolazione appartenete al gerferatidae generalmente causano
un’infezione asintomatica, risultante in gran qitandi virus escreto in assenza di
segni clinici.

Gli episodi sopraccitati di morie tra gli uccelklgatici determinate dall'infezione
con un HPAI virus rappresentano un cambiamentoegelbgia del virus che verra
considerato successivamente in relazione all'atwhergenza dell HS5N1. Da
queste considerazioni emerge chiaramente comecggilluacquatici rappresentino
un ideale serbatoio per il virus, in cui questolicep senza provocare danni
all’ospite, viene eliminato in maniera efficacei#fu$o spazialmente su larga scala
grazie all'ecologia di questi animali che effettaamigrazioni ad ampio raggio e
che hanno abitudini gregarie . Le zone umide, cbhegdno da centri di
congregazione di specie diverse, rappresentanoiared si raggiungono densita
notevoli di animali e conseguentemente potenzlaliieelli di inquinamento delle
acque.

LPAI virus sono stati isolati almeno da 105 speltiaccelli selvatici appartenenti a
26 famiglie differenti (Olsenet al, 2006), ma e stata dimostrata una netta
prevalenza dell'infezione all'interno di due fameti uccelli acquatici: la famigli
degli Anseriformi Anatidag che comprende anatre, oche e cigni e la famagia
Caradriformi Charadriidag che comprende pivieri, gabbiani, trampolierifisée
Dalle anatresono stati isolati praticamente tutti i sub-tipiali ad eccezione degli
H13, H14, H15, H16 che invece sono di frequentevémento nei gabbiani. | sub-
tipi piu frequentemente isolati fino ad oggi son8,HH4 ed H6; gli H1, H2, H7,
H10 e H11 meno frequentemente; H5, H8, H9, H14n@fsolo sporadicamente
(Olsenet al.,, 2006).

Cio che emerge dai campionamenti € la presenzandi netta prevalenza

dell'infezione tra i giovani, e da un punto di @sspazio temporale il picco di
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isolamenti risulta verificarsi verso la fine defitate e inizio dell'autunno, in
corrispondenza cioé della migrazione di ritornoseete aree di svernamento;
minori percentuali di positivi invece si ritrovano inverno, praticamente nulli
all'inizio della primavera.

Il picco di isolamenti sopradescritto coincide dbmomento in cui gli uccelli si
radunano nelle aree umide delle zone di riprodwion attesa di iniziare la
migrazione verso sud dove si trovano le zone drraraento. La presenza di
moltissimi uccelli, soprattutto giovani, favorisi@eco-infezione degli individui con
vari ceppi di virus influenzali che potranno colorare successivamente le aree di
svernamento. La circolazione di LPAI nelle popadaizidi anatre e risultata essere
funzione di diversi parametri. Un fattore impor&@stla percentuale di giovani nella
popolazione: quanto maggiore sono i giovani presgmtll’anno tanto maggiore
risulta essere la circolazione dei virus (Sharml, 1993); sembra esserci inoltre
una prevalenza variabile di certi sub-tipi su alini relazione allanno di
campionamento e in relazione alla rotta migratoila,che suggerisce una
distribuzione spazio temporale dell’incidenza déiedenti sierotipi (Olseret al,
2006).

Nei gabbiani i principali sub-tipi isolati sono H&3H16, in una piccola percentuale
di animali, con caratteristiche simili a quantoersato per le anatre: prevalenza nei
giovani e nel periodo tra la fine dell'estate aifio dell’autunno. | virus isolati
sembrano evolutivamente distinti dai virus comunameisolati nelle anatre,
pertanto cio che si suppone é che vengano mantaifiitterno della popolazione
di gabbiani e all'interno di questo ospite si siaawluti in modo indipendente
rispetto ai sub-tipi H1-H12 comunemente isolatielahatre (Fouchiest al, 2005).
Tale evidenza genetica e suffragata dal fatto glegireentalmente gli H13 e gl
H16 non sono in grado di infettare le anatre (Wategttal, 1992).

Nei trampolieri si verifica un’inversione di quanisto sinora per quanto riguarda
il periodo di maggior prevalenza degli LPAI virugfatti i maggiori isolamenti
sono relativi al periodo della migrazione estivagiss et al, 2004) e i sub-tipi
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isolati vanno dall’ H1 all’ H12, come per le anatnea sembra che questi uccelli di
fatto mantengano un piu ampio spettro di sub-tipifatto che ci sia una
corrispondenza genetica tra i virus isolati dalfeatee e quelli dei trampolieri,
suggerisce per questi ultimi il ruolo di serbatoiegcoli del virus verso nord, nelle

zone di riproduzione delle anatre (Kraessl, 2004).

2.1.7  Altri uccelli selvatici

LPAI virus sono stati isolati anche da altri grupgame i columbiformi (piccioni,
colombe, tortore), i turdidi (merli, cesene), i dimdi (rondini), gli sturnidi (storni)
e | passeriformi che sembrano pero poco recettiaddirittura resistenti. | rapaci
sono sensibili ma non costituiscono un serbatojwomante. Tuttavia non essendoci
studi sufficientemente approfonditi riguardo all@d distribuzione, il ruolo di
queste specie nel mantenimento e nell’evoluzionie L&Al virus & pressocheé

sconosciuto.

2.1.8 Mantenimento del virus nelle popolazioni selvatiche

Tutti i diversi sub-tipi dei virus influenzali sonmantenuti all'interno delle
popolazioni selvatiche acquatiche. Dato che un llecaefettato da un LPAIV
alberga nel suo organismo ed elimina il virus pepariodo medio di 2 settimane e
dopo questo periodo non € piu suscettibile allzidae ci si € chiesti come possano
tutte le varianti essere mantenute costantememtelanti. Sono state proposte
diverse teorie. La prima teoria ipotizza una camigircolazione dei diversi sub-tipi
virali all'interno della popolazione, garantita @alpresenza ogni primavera di
giovani suscettibili all'infezione con sub-tipi chgurante la stagione invernale
circolino a livelli molto bassi mentre gli ucceflvernano nelle regioni temperate e
subtropicali.

La seconda teoria, invece, € a favore di una @mohe interspecifica del virus, in
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particolare tra trampolieri e pivieri da un lato amatre dall’'altro. Questo é
supportato da quanto esposto sopra in relaziondiversi periodi di massimo
isolamento del virus nelle diverse specie.

Un’altra teoria affida all'ambiente il ruolo pringale nel mantenimento del virus: la
resistenza ambientale dei virus influenzali, cheulta essere inversamente
proporzionale alla temperatura, supporta l'ipotse i virus vengano mantenuti
all'interno degli specchi d’acqua dove si radungfiaiccelli durante la stagione di
riproduzione, soprattutto in inverno quando glinaaii non sono presenti, quando e
stata dimostrata esserci una scarsa circolazioaieye le acque sono congelate. Il
valore di tale teoria é stato confermato da dativati da ricercatori nel 1995 e nel
2000 che dimostrarono la persistenza di virus tafdt all'interno delle acque
ghiacciate delle regioni artiche durante l'invermoassenza dei loro ospiti abituali.
Pertanto si dimostrd che queste acque potevanadamella stagione riproduttiva
successiva, quando gli uccelli tornavano a ripapmlauna fonte di virus a
disposizione per adulti e prole (Harder e Werne6g}.

Un quarta teoria, non supportata perdo da evidenoéeawlari, ipotizza una
persistenza del virus all'interno dell'individucféttato oltre il periodo di 15 giorni.
Secondo i sostenitori di tale teoria il genomaleigotrebbe venire incorporato nel
DNA dell’ospite o in forma episomale. L'ultima imsi € che i virus siano
continuamente presenti nelle regioni tropicali e dfi uccelli che vi svernano si

infettino e li portino nelle regioni piu a nord ctanmigrazione primaverile.
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2.2 IL VIRUS INFLUENZALE AD ALTA PATOGENICITA H5N1

Fino alla fine del 2003 la circolazione di virusiav ad alta patogenicita tra il

pollame era considerata un evento raro. Infattiareb di tempo compreso tra il

1959 e il dicembre del 2003 si verificarono solateet¥ episodi di focolai primari

in tutto il mondo, la maggior parte dei quali inrBpa e America, sostenuti da
diversi virus appartenenti a subtipi H5 o H7. Tugti episodi comunque furono

geograficamente limitati e non raggiunsero maititardel focolaio asiatico di fine

2003 - inizio 2004.

L’improvviso aumento dell'incidenza di episodi dfluenza sostenuti da HPAIV, si
verifico in Cina e altri paesi dell’ est dell’Astaa il dicembre del 2003 e gennaio
2004, quando un H5N1, in particolare I' A/chickeasE Asia/2003-2005 colpi un
totale di otto paesi nell'arco di tempo di tre meSina, Giappone, Sud Corea,
Vietnam, Laos, Cambogia, Tailandia, e Indonesiaelagosto 2004 il numero

aumentd a nove; lo stesso virus si dimostro fgtalel’'uomo mietendo vittime in

Vietnam e Tailandia.

Data la velocita con cui i focolai apparivano nededsi paesi subito risultdo subito
eccezionale la capacita diffusione, in termini apidita e di distanza; infatti nei
mesi successivi apparve evidente che i focolaiitcosino una prima tappa nella
distribuzione del virus, seguita poi da altre duelaie o fasi di distribuzione ad

ampio raggio.

Nonostante ci fossero evidenze antecedenti relatilge circolazione in Asia di
H5N1, si pud affermare con certezza che questaahimolato nella regione gia a
partire dal 1996, da quando cioe venne rilevatprima infezione nelle oche nel
Guangdong, una provincia della Cina. La patologingarve in un secondo
momento ad Hong Kong nel 1997, sostenuta dall’&ldm/Hong Kong/220/97
(H5N1) che infetto e decimo il pollame in vendit mercati e si trasmise all'uomo,

causando l'infezione di 18 persone e la morte dd&.1999 in poi la circolazione
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del virus tra le specie aviarie venne regolarmemeitorata e confermata mediante
prelievi di sangue, tamponi cloacali, materialeafecprelevato dalle gabbie. |
campionamenti rivelarono un aumento degli isolamarali nel periodo di tempo
compreso tra il 1999 e il 2001. Verso la fine de0@ si ritiene che il virus abbia
esteso il suo spettro d’ospite, includendo le andbmestiche, il che fu un fattore
chiave nella genesi degli eventi del 2003-2004¢pdiquesto favori la diffusione
dell'infezione su larga scala (Sines al, 2005). Le anatre domestiche infatti, in
virtu della differente ecologia del virus all'inter di queste ultime rispetto
all'ospite pollo, rappresentarono un’ottima via tchsmissione del virus ad altro
pollame e alluomo stesso, e la loro capacita dsrtrettere l'infezione ando
migliorando nel corso degli anni. Studi di laboraioinfatti dimostrarono che
anatre domestiche infettate con H5N1 circolanti2@4, rispetto ad altre infettate
con virus circolanti nel 2003, erano in grado dimétare il virus piu a lungo e in
dosi maggiori, e per lo piu in assenza di segmidalievidenti. Lo stesso studio
evidenzio come un’ anatra apparentemente sanaspodtisminare la stessa quantita
di virus eliminata da un pollo visibilmente malg#wHO, 2004).

Tali evidenze hanno fatto supporre che le anatreedtiche abbiano giocato un
ruolo fondamentale nel mantenimento e nella diffasi di un virus letale per il
pollame e innocuo per loro, considerato l'allevatoemisto delle due specie nelle
regioni asiatiche e I'immensa possibilita di cotitaei mercati di animali (WHO,
2004).

A partire dal 2003 il virus divenne endemico ngltgolazione di uccelli domestici
del Sud Est Asiatico distribuendosi successivameaguendo tre grandi ondate di

diffusione, al resto del mondo.
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2.2.1 La diffusione mondiale del virus

La diffusione mondiale dell’ H5NL1 si é realizzatetie grosse ondate.

La prima ondata si verifico nel periodo compresodicembre 2003 e marzo 2004 e
furono interessati nell'ordine otto paesi asiatjoiali Corea, Vietnam, Giappone,
Tailandia Cambogia, Laos, Indonesia e Cina (WHOneline 2006). In quattro
mesi piu di 120 milioni di uccelli morirono o vempesoppressi, creando uno
scenario in termini di mortalita e perdite econdmianaggiore di quanto fosse
successo in tutte le precedenti epidemie registralie precedenti quattro decadi
(WHO, 2005). Ci fu poi una seconda fase tra giulgigtib 2004 e novembre 2004.
Tra giugno e luglio Cina, Indonesia, Tailandia eetdam riferirono della
ricomparsa del virus H5N1 nei polli. A fine luglib Giappone viene dichiarato
dall'OIE indenne al’lH5N1 e poco dopo, i primi dy@sto, la Malesia denuncio i
primi casi di malattia nei volatili. Nel settembdello stesso anno anche la Corea
venne dichiarata esente dal virus. Comparirono casani in Vietham e in
Tailandia, alla fine della seconda ondata si veaifbono nove casi umani di cui otto
fatali.

La terza fase che comprende tutto il 2005 fino gdi,oha visto la diffusione
mondiale del virus che, pur diffondendosi con uagidita unica, nelle prime due
ondate era rimasto confinato al continente asiatico

Il virus a partire dal marzo del 2005, fino al magg006 €& giunto in Europa ed
Africa del Nord, colpendo nell'ordine gli uccellothestici di Kazakistan, Russia,
Turchia, Romania, Ucraina, Croazia, Iraq, NigeAaerbaigian, Bulgaria, Grecia,
Italia, Iran, Austria, Germania, Egitto, India, ke, Ungheria, Slovacchia, Bosnia-
Erzegovina, Niger, Svezia, Svizzera, Serbia-Morgeme Polonia, Albania,
Camerun, Myanmar, Danimarca, Afghanistan, Isradfakistan, Giordania,
Repubblica Ceca, Burkina- Faso, Regno Unito Sudasta d° Avorio (WHO,
Timeline 2006). In questi paesi il virus é statolaso tanto da pollame allevato

come da uccelli selvatici trovati morti.
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Fig. 3 - Aree in cui sono stati confermati focotla HPAI H5N1 nel pollame
domestico ed in volatili selvatici dal 2003 al 2q@®nte: WHO, 2008)

2.2.2 L’origine genetica del virus

L’ H5N1 responsabile dei focolai nel Sud Est Asiatsi ritiene abbia circolato nel
Sud della Cina gia dal 1997 e che il suo precursdosse I
A/Goose/Guangdong/1/96, ma solo a partire da fO@32- inizio 2004 € divenuto
endemico nel Sud Est Asiatico e ha perso la spggéeificita, acquisendo la
capacita di infettare i mammiferi (Perkins e Swaz@03).

L’A/chicken/Hong Kong/220/97 (H5N1) si ritiene sistato il risultato di un
riarrangiamento dei geni di virus circolanti nepepolazioni di oche, quaglie e
anatre allevate nella Cina continentale (Websiataéker, 2003).

Analizzando il genoma virale si scopri che l'aggrgsa e la patogenicita
dimostrata dal virus nei confronti dell’ospite, particolare nei confronti di ospiti
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non aviari, erano determinati da una mutazione ifuunte a carico del gene
codificante per la proteina non strutturale NS.eTahutazione comporta una
sostituzione di un singolo aminoacido, lI'acido ghamico in posizione 92 della
proteina NS1, che conferisce al virus la capadiiaidire I'attivazione del sistema
delle citochine, eludendo quindi I'azione del siséeimmunitario (Websteet al,
2002).

Nel 2001 nei mercati di pollame di Hong Kong conweatuna nuova varieta del
ceppo H5N1, ma le drastiche misure di distruzioeglicanimali ne impedirono la
trasmissione alluomo. Nel 2002 apparve un altraogeo di H5N1, una nuova
versione del virus del 97, che possedeva nuoveanmui all'interno del genoma
pur conservando la medesima configurazione di HNAe (Webster e Walker,
2003).

Alla fine del 2003 'H5N1 ricomparve, non un virasiovo e mai circolato prima,
bensi una nuova varieta dell’ A/chicken/Hong Ko2@/®7 (H5N1) presentante le
stesse glicoproteine di superficie ma variaziomegiehe originate da mutazioni.
Pertanto gli H5N1 isolati dai paesi dell’ Est asiattra il 1997 e il 2004 presentano
un ampio range di genotipi differenti e una granaldlita all'interno dei diversi
genotipi (Simset al, 2005), e sono il risultato di una serie di r@atsenti genetici
verificatisi a partire dall’ A/chicken/Hong Kong/@®7 (H5N1), a sua volta
derivato dal virus del 1996. Tali riassortimentinha condotto all’'origine di un
genotipo dominante, il genotipo Z, in grado di @esmalattia manifesta in
pollame, anatre domestiche e mammiferi, e respdesddégli eventi del 2003-2004
(Li et al, 2004).

La determinazione del genotipo venne realizzal&zdéindo come base i geni del
ceppo isolato dalle oche a Guangdong nel 1996 (&@Gosmngdong/1/96): la prima
evidenza fu che tutti gli HSN1 circolanti esibivageni codificanti per le proteine
di superficie derivanti proprio dal ceppo del ‘96sei geni codificanti per le
proteine interne derivavano invece da altre faatmite riassorbimento genetico e

la loro determinazione fu utilizzata come base lpatescrizione e denominazione
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dei diversi genotipi.

Nel 2001 si stabilirono sei genotipi differenti pétSN1(A, B, C, D, E ed X0) tutti
derivati da riassortimento genetico; a partire2f#)2 vennero scoperti e denominati
otto nuovi genotipi: V, W, X1, X2, X3, Y, Z e Zpgenotipi A, C, D ed E ed il loro
precursore comune Gs/Gd, non furono rilevati mpltoa lungo, suggerendo che i
nuovi genotipi, rispetto ai precedenti, esibivama gorta di vantaggio in termini di
ecologia. Tutti i genotipi, eccetto Gs/Gd e X0- EB8ssedevano una mutazione a
livello della proteina NS1. Similmente i virus iatldal 2002 in poi possedevano
una delezione di 20 aminoacidi a livello della pma NA. Dal gennaio 2002 in
Asia il genotipo dominante divenne lo Z che possadentrambe le delezioni, a
livello della proteina NS1 e NA (Let al, 2004). Il genotipo Z rimpiazzo gli altri
genotipi presenti, probabilmente grazie alla sueatteristica di alta infettivita
manifestata sia all'interno delle specie aviari tlaespecie diverse.

2.2.3 Il rischio pandemico

Una pandemia influenzale é definita come la difinsi su scala mondiale di una
patologia che si verifica quando un nuovo ceppardvirus influenzale di tipo A
emerge tra la popolazione umana, si diffonde rapefde e facilmente da uomo a
uomo su scala mondiale, generalmente raggiungendaistribuzione globale in
un periodo di tempo inferiore ad un anno, e ches@awna patologia severa in piu
del 25% della popolazione (WHO, 2005).

Un virus potenzialmente pandemico, si puo origimaegliante due meccanismi: il
riassorbimento genetico e le mutazioni adattative.

Nel primo caso l'origine del virus é rapida, detarata al riassortimento del
materiale genetico tra due virus diversi confeitamo stesso ospite. Questa si
suppone essere stata l'origine dei virus influeneegponsabili delle pandemie
influenzali del 1957 e 1968, in cui virus di origiraviaria si ricombinarono con

virus di origine umana, all'interno di un’ospite,suino, che ha funto da sito di
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ricombinazione, in quanto suscettibile alla duplitezione.

Nel caso della mutazione adattativa, al contrdi@oluzione del virus e lenta, e
richiede una serie di cambiamenti graduali, cheegficano nel corso di successive
infezioni di ospiti umani o di altri mammiferi, de gli conferiscono la capacita di
trasmettersi in modo efficace tra la popolazioneana Si suppone che il virus
responsabile della disastrosa pandemia del 191@&igiaato proprio da una serie di
mutazioni adattative.

Non tutti i virus cosi originati tuttavia, possoassere responsabili dell’esplosione
di una pandemia.

Perché questo si verifichi il virus emergente dswddisfare tre condiziondeve
appartenere ad un subtipo HA che non ha circoletola popolazione umana
almeno per una generazione; deve infettare e egpliefficacemente in cellule
umane; deve diffondersi facilmente e rapidamemtéatpopolazione umana.

Non sono stati riportati storicamente molti casiidezione umana sostenuta da
virus aviari, e nei rari casi la patologia risuteera caratterizzata da segni clinici
non gravi, solitamente congiuntivite virale, seguda una rapida e completa
guarigione (Lee Ligon, 2005).

L’emergenza dellH5N1 ha fornito un’eccezione a sjaeevidenza storica, ed ha
dimostrato, provocando la comparsa di malattia8rpérsone, e la morte di 6 tra
gueste, nella provincia di Hong Kong SAR in corgofdcolai esplosi tra il pollame
domestico nel 1997, che i virus influenzali hanaochpacita di causare severa e
mortale patologia nelluomo.

Una caratteristica clinica che attiro molto I'atteme fu la presenza di una severa
polmonite virale primaria nella maggior parte deisic Questo aspetto della
patogenesi del virus, si tradusse in una sintorogi®l gravissima, rapidamente
fatale.

Nel corso del 2003 e del 2004 il numero di casi mim@umento, e tuttora si
registrano casi di infezione e mortalita tra la @apione dei Paesi colpiti da gravi
epidemie sostenute da H5N1 nel pollame domesticorebcente numero di casi
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umani e la mortalita provocata hanno evidenzia® @haratteristiche del virus che lo
rendono il potenziale responsabile dell’esplosiotie una nuova pandemia
influenzale, ovvero la capacita di infettare daetente 'uomo in seguito ad una
trasmissione diretta uccello — ospite umano, erdaith dei segni clinici causati e
I'alta mortalita. Il fatto che il virus circolantea il pollame abbia infettato 'uomo
ha posto in evidenza come 'uomo stesso possa fferdge “mixing vessel”, e che,
senza un’ obbligatoria infezione di un’ospite imedio, il virus possa andare
incontro a riassortimento genetico o a gradualianioni adattative ed evolvere ad
una forma esibente un’ alta patogenicita per l'mspimano ed in grado di
trasmettersi in maniera efficace da uomo a uonutrni cambiamenti di ecologia
ed epidemiologia esibiti dal virus dal 2004 in pembrano suggerire che il virus si
stesse evolvendo e assumendo tratti che potessenengare il suo potenziale
pandemico (WHO, 2005). In particolare il fatto ¢heirus abbia raggiunto lo stato
endemico in molte zone dell’Asia, e abbia stabilito sua nicchia ecologica
permanente nel pollame, fornisce una possibilitatinoa di insorgenza di nuovi
casi umani e una possibilita continua di mutaziadattative che conducano
all’origine di un virus con potenziale pandemico.

Il differente comportamento del virus nei confroméigli uccelli acquatici migratori
e il ritrovamento di anatre domestiche asintomatiana positive al virus,
suggerirono un nuovo rapporto del virus con i sigpiti abituali.

In particolare, la presenza di anatre domesticlfetter ma asintomatiche, data la
frequenza con cui questi animali sono presentigtraiccelli allevati ruralmente
dalle famiglie del Sud Est asiatico, fornisce utifoé probabilita di trasmissione
del virus all'uomo.

L’H5N1, inoltre, ha dimostrato un progressivo arapiento dello spettro d’ospite,
esibendo la capacita di infettare anche mammitergausare patologia grave e
mortale; infezioni sperimentali hanno rivelato unaggior patogenicita dei ceppi
isolati successivamente al 2003 nei confronti dpbt utilizzato come modello per

lo studio della patogenesi nei mammiferi.
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Attualmente laWorld Health Organizationha dichiarato il livello di allarme
pandemico pari a 3. Il virus infatti, delle tre dirioni che devono essere possedute
per essere in grado di determinare la comparsana@ipandemia, attualmente ne
soddisfa solo due. La maggior parte della popotezimfatti non possiede alcun
tipo di memoria immunitaria nei confronti del sybtiH5 e N1, pertanto
praticamente tutta la popolazione mondiale sareduseettibile all’infezione. Per
quanto concerne la seconda caratteristica, ovvaflicacia di infezione e
replicazione all'interno dell’'ospite umano, e stdimostrato che la sostituzione di
due aminoacidi a livello del sito di legame perrecettore della proteina HA
del’H5N1 asiatico ottimizza il legame ai recettdritipo _ 2-6, tipicamente esposti
dalle cellule epiteliali dell’apparato respiratonimnano, conferendo una capacita
infettante e di replicazione simile a quella posgadiai comuni virus influenzali
umani (Harveyet al 2004). Sino ad oggi il virus non ha dimostratgpdssedere la

capacita di trasmettersi in maniera efficacie dao@ uomo.
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. ) 3 o . " Status as of 19 June 2008
Areas with confirmed human cases of HSN1 avian influenza since 2003 *
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Fig. 4 - Casi confermati da influenza aviareH5NIL'uemo dal 2003 al 2008

2.2.4  Altri virus potenziali responsabili di pandemia

L’H5N1 tuttavia non € l'unico virus influenzale ch®ud essere causa di una
pandemia, altri virus, appartenenti ai subtipi HH®, devono essere presi in
considerazione. In particolare un HIN2 si sta diffendo ampiamente tra il
pollame dei Paesi asiatici e tra la popolazionsuihi del Sud Est, Est della Cina,
nel 1999 ha provocato 7 casi di patologia nelluproaratterizzati da una lieve
sintomatologia respiratoria seguita da totale giame, e nel 2003 un nuovo
singolo caso. Questo virus, oltre ad esibire uniarspettro d’ospite, ha dimostrato
possedere una maggiore affinita per i recettorb. 2

Nel 2003 inoltre in Olanda si registro un focolalo influenza tra il pollame
domestico sostenuto da un H7N7. Nello stesso atmena 82 persone furono

infettate dal virus , la malattia che ne risultindstro avere un decorso benigno,

67



infatti la maggior parte dei pazienti manifestaramma congiuntivite, 7 persone
svilupparono i tipici sintomi influenzali, e solonucaso fu fatale. Altri virus
potenzialmente in grado di causare una pandemm@agohr2, proprio perché gia lo
furono nel passato, e gli H6 che sono ampiamentlanti all'interno della

popolazione di pollame in Asia e Nord America.
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PARTE Il
IL RUOLO EPIDEMIOLOGICO
DEI VOLATILI SELVATICI
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31 IL RUOLO EPIDEMIOLOGICO DEGLI UCCELLI
MIGRATORI

3.1.1 Il cambiamento di ecologia del virus

Il primo episodio di mortalita tra uccelli selvaticdeterminato da un virus
influenzale risale al 1961 quando in Sud Africaegjistro una moria di quasi 1300
sterne (Becker, 1966); il fatto era senza precegemnché i virus influenzali isolati
dai selvatici fino a quel momento erano tutti LRALUS.

Fino agli ultimi anni infatti la segnalazione dirws HPAI in uccelli selvatici era
sporadica, e sempre collegata a focolai nel polldomeestico. Abitualmente virus
HPAI venivano isolati da specie sinantropiche (pa&smi, piccioni, ecc..)
residenti nelle vicinanze di aree infette, comeeswe in Italia (Magnineet al,
2000) e nei Paesi Bassi (Philippaial, 2005). A partire dal 2002 HPAI virus, in
particolare HSN1 vennero isolati occasionalmenteadenali morti o moribondi,
nella maggior parte dei casi ad una distanza ltnitla un allevamento infetto; cio
fece supporre che gli uccelli selvatici costiturssena sorta di ospite a fondo cieco
per un virus circolante all'interno delle popolaziali volatili allevati e letale per
questi. L'ipotesi era suffragata dal fatto che n@aac qualsiasi prova della
trasmissione dellH5N1 tra la popolazione di udcs#lvatici o della capacita di
questi di trasportare il virus a lunga distanzegtuike rotte migratorie (Cheet al,
2005).

Nel gennaio del 2003 altri uccelli acquatici, irtpanlare fenicotteri, morirono per
un H5N1 nel Kowloon Park ad Hong Kong (FAO).

II 30 aprile 2005 si registro una moria di uccséivatici sul lago Qinghai, zona di
raduno di moltissime specie di uccelli migratoriprimi uccelli ad essere colpiti
furono moltissimi esemplari di Oca IndianAnger Indicuy ma ben presto la
malattia raggiunse altre specie, prevalentementbbigai testanera Larus
brunnicephaluy gabbiani del Pallas Léarus ichthyaetus) e cormorani
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(Phalacrocorax carbyy provocando la morte di piu di 6000 animali (FA€sue n.
33).

Questi ultimi fatti suggerirono che il virus avewaparte mutato la sua ecologia e
che uccideva il suo reservoir. Gli uccelli migratda cui venne isolato il virus a
partire dal 2004 erano, infatti, gravemente malagiia morti, rendendo evidente |l
fatto che non erano in grado di trasportare il wieulunga distanza e diffondere
I'infezione, a differenza di quando albergavano LR#uUs che erano assolutamente
innocui per loro (Simst al, 2005).

Il fatto che, inoltre, la moria verificatasi su ¢tafpsse originata in una zona lontana
da qualsiasi allevamento di pollame rafforzo I'gsitche virus altamente patogeni
potessero infettare primariamente gli uccelli sitvasenza che fosse necessario il
contagio di questi da parte di uccelli allevati. &malisi effettuate sui virus isolati
nei tessuti degli uccelli morti nel Lago Qinghaimdistrarono infatti che la
trasmissione era avvenuta in primo luogo tra leeoshklvatiche per diffondersi
secondariamente agli alti uccelli migratori chetaeisano le acque del lago.

Questo suggeri un’ulteriore ipotesi, ovvero cheinlis, se in grado di trasmettersi
tra uccelli selvatici migratori, potesse esserspostato lungo le rotte migratorie
invernali da parte di specie o individui ipoteticame meno sensibili allinfezione,
in cui lo stato di salute non fosse compromesstwtda impedirne gli spostamenti
stagionali (Chert al, 2005).

Nei mesi successivi all’aprile/maggio 2005 la madiauccelli selvatici prosegui
interessando Russia, Mongolia, Cina OccidentaleaKlastan, e da queste aree si
diffuse all'Europa centrale (Croazia, Romania, Tiagc nellautunno dello stesso
anno) e al resto dell’Europa (2005/06), rafforzatigmtesi che non tutti gli uccelli
selvatici infettati con un HPAI virus andasseroonito a malattia e morte, ma una
parte della popolazione trasportasse il virus agdurmistanza lungo le rotte
migratorie (FAO, Issue n. 33). Nella diffusione @&lus un ruolo epidemiologico
primario sembra sia stato rivestito dal cigno rg@lggnus oloy; cigni infetti sono
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stati infatti trovati sistematicamente in tuttedpidemie, insieme ad altri uccelli
acquatici o come unica specie coinvolta. In Itddigpositivita virologiche erano

tutte riferite a cigni reali, a parte un caso déifigita in un germano reale.

< C
Influenza A (H5N1)
mmlp [ 2006 j}

sy [7] 2003 - 2005

Fig. 5- Paesi nei quali sono segnalati focolai di inflledzH5N1 negli uccelli selvatici e
nel pollame domestico (dicembre 2003-maggio 200i@grenziati tra quelli in cui i primi
casi risalgono al periodo gennaio-maggio 2006 {greguro) e quelli con casi segnalati
negli anni precedenti, fino al 2005 (grigio chiarédnte: Disease InformatioriParis: OIE,
12 December 2003-18 May 2006).

Se prima dell’ aprile 2005 il ritrovamento di udcehorti positivi ad un HPAIV era
un evento sporadico e riscontrato entro la distagizaolo di un focolaio di
epidemia aviaria, con la mortalita verificatasi Bgo Qinghai il virus dimostro la

capacita di sconvolgere la stabile relazione caud ospite naturale. Sembra che
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alcune specie di uccelli selvatici siano divenubetatrici del virus H5N1 nella sua
forma altamente patogena e quindi in grado di tediario ad altri selvatici cosi
come a pollame domestico, mentre si spostano li;mfmo rotte migratorie. Cio e
confermato dai risultati dell’analisi dei virus pesmisabili di epidemie apparse tra i
volatili appartenenti ai Paesi recentemente colgtiesti virus sono praticamente

identici a quelli isolati dai migratori morti siddgo Qinghai (OMS scheda tecnica).

3.1.2  Verso un nuovo rapporto tra uccelli migratori e HRAvirus

Come gia esposto a proposito dell’epidemiologiaviteis, le popolazioni di uccelli
selvatici fungono da reservoir naturale di tuttbi subtipi di HA e i 9 subtipi di NA,
albergandoli nella forma a bassa patogenicita assuknte innocua per loro.
Questi animali, successivamente ad un contattataiceindiretto con popolazioni
di pollame domestico, sono in grado di trasmetéerpieste il virus generalmente
nella forma scarsamente patogena. Il virus trasmesscolando per un po’ di
tempo all’interno della popolazione domestica, padare incontro ad una serie di
modificazioni genetiche che gli conferiscono il atsere di alta patogenicita per il
pollame. Il nuovo HPAI virus potrebbe anche essdrasmesso alle popolazioni
selvatiche, grazie ad una sua diffusione nell’amigie La reinfezione delle
popolazioni selvatiche con il ceppo altamente patog non necessariamente
comporta la comparsa di malattia manifesta: e gtatiti dimostrato che virus
classificati in base al criterio OIE, virus altartepatogeni per il pollame, nelle
anatre selvatiche si comportano in realta come LRk (Alexandeet al, 1978).
Cio puo essere in parte determinato dal fatto ahmadggior parte degli individui di
una popolazione, in quanto reservoir di LPAI virpsssiedono un certo grado di
immunita umorale nei confronti di subtipi omologhdi immunita cellulare diretta
Verso i geni piu interni.

Dalla primavera 2005, con il verificarsi di episodi mortalitd associata
all'infezione da virus H5N1, questo rapporto tracelt selvatici e HPAI virus é
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cambiato di fronte all’evidenza che anche tra lgpgiazioni selvatiche puo

originare un virus altamente patogeno in gradwoadinhettersi, diffondersi e causare
significative percentuali di mortalita. Cio che nerchiaro e se gli uccelli selvatici
possano fungere da reservoir anche per HPAI valbgrgandoli nel loro organismo
in forma subclinica, e se possano trasportarli deng distanza con le migrazioni

stagionali.

3.1.3 Patogenesi dell'infezione da H5N1 negli uccelli gatici

Per valutare la patogenicita del’lH5N1 negli udcsélvatici, vennero effettuati a
partire dal 2002 degli studi sulle conseguenzeinigkione sperimentale di specie
di uccelli diverse dal pollame domestico con swadeppi di HS5N1 isolati ad Hong
Kong. Le specie scelte per I'esperimento compreadevgabbian{Larus atricilla)
(Perkins e Staine, 2002a), piccionfColomba Livia), emu (Dromaius
novahollandiae) (Perkins e Staine, 2002byiamanti mandarino(Taeniopygia
guttata), scriccioli (Melapsittacus undulatus¥ringuelli (Carpadacus Mexicanus)
passeri Passerdomesticus)storni (Sturnus vulgarisPerkins e Staine, 2003b), e
germani(Anasplatyrhynchos)Sturm- Ramirezt al, 2004).

Per ogni animale venne considerata la dose infettémvia di infezione, il periodo
di incubazione, morbilita, mortalita, segni clinidose e durata dell’ escrezione
virale.

In relazione alla via di escrezione virale si rdesna maggiore concentrazione di
virus nelle secrezioni tracheali rispetto al maileriprelevato dalla cloaca (Sturm-
Ramirezet al, 2004), suggerendo la conclusione che I'elimioagidel virus non
avvenisse per via fecale, ma che la via di elezipee la diffusione di nuove
particelle virali fosse la via respiratoria, siménte a quanto si verifica tra il
pollame e tutti gli altri possibili ospiti di un nis influenzale. La conseguenza
diretta di un simile cambio nell’epidemiologia dielflezione € la nuova importanza

assunta dal mezzo aerosol nella trasmissione reltione, e la minor importanza
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delle acque delle zone di sosta degli uccelli atguain virtu dell’alta
concentrazione di materiale fecale presente. Pamtquiguarda la quantita di virus
eliminato e la durata dell'eliminazione virale isultati ottenuti furono molto
variabili a seconda della specie e del patotip@aleirtilizzato per infettare gli
animali.

Per quanto concerne i segni clinici i risultati igeono, ma non molto, a seconda
delle specie. Ad eccezione dei diamanti mandarinfatti, nessun gruppo di
animali sviluppo segni clinici di carattere acutoigeracuto con replicazione
sistemica del virus; emu, scriccioli e fringuelliilspparono una sintomatologia
neurologica con alte concentrazioni di virus alloveerebrale; passeri, gabbiani,
piccioni e storni manifestarono solo una lieve @imatologia clinica o non la
svilupparono affatto. | germani, invece, vennertettati con 17 ceppi isolati ad
Hong Kong tra il 1997 e il 2003, e svilupparono rieginici molto differenti in
funzione del ceppo di H5N1 utilizzato per l'infem®sperimentale.

| gruppi di animali infettati con ceppi isolati pra del 2002 infatti svilupparono
segni clinici lievi e morbilita e mortalita bassaassente (Sturm-Ramireg al,
2004; Sturm-Ramireet al, 2005; Hulse- Pogt al, 2005), mentre i gruppi infettati
con ceppi isolati dopo il 2002 svilupparono unaaimatologia neurologica e tassi
di morbilita e mortalita significativi.

Pertanto si puo concludere che animali che norugpédno affatto segni clinici o
che ne sviluppano di lievi e transitori sarebbgmteticamente in grado di fungere
da “carriers” del virus lungo le rotte migratorima se il virus agisce sull’ospite
provocando una patologia evidente, come nel casgeatenani infettati con virus
circolanti ad Hong Kong dal 2002 in poi, comproradt capacita dell’animale di
migrare e diffondere I'infezione.

Virus isolati piu di recente, tuttavia, sembransess un miscuglio di differenti
patotipi (Chenet al, 2006), e tra i vari miscugli, potrebbero essdreenuti
dominanti patotipi che manifestano una patogeniniiaore nei confronti delle
anatre selvatiche, pur mantenendo inalterato ib Ipotenziale patogeno nei
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confronti del pollame (Hulse-Post al., 2005).

Dati di positivita al’lH5N1 rilevati in anatre seltiche apparentemente sane (Chen
et al, 2005) e il ritrovamento di cigni apparentemesémi positivi al virus in
Croazia e Polonia (Birdlife, 2006) infatti, fann@rnsare che il virus possa non
causare patologia evidente anche in alcuni selvapossa essere quindi trasportato

da questi a lunga distanza.

3.1.4 Stabilita ambientale del’H5N1

Se realmente I'infezione puo essere trasportatgolle rotte migratorie e introdotta
in nuovi Paesi tramite gli uccelli selvatici, unttéae importante per la sua
trasmissione e diffusione a livello epidemico &tlbilita ambientale del virus. Non
ci sono molti studi di tipo comparativo in meritibaastabilita ambientale dei diversi
ceppi e sub-tipi di virus influenzali, quindi risal difficile valutare se I'H5N1
presenti caratteristiche di rilevanza in terminre@sistenza nell’ambiente rispetto ai
virus comunemente isolati. Tuttavia studi receetnbrano aver messo in risalto
una recente stabilitd ambientale del’H5N1 (Webstezl., 2006).

Verra considerata la stabilita del virus alla terap#a, nelle feci, nell'acqua,
nell’aerosol e nelle carcasse.

Per quanto riguarda la temperatura, I'OIE, in t&ingenerali, definisce inattivato
un virus influenzale quando € esposto ad una teatyrerdi 56° C per 3 ore 0 a 60°
per 30 minuti. Per valutare la resistenza del’H=¢ho state effettuate numerose
prove e si puo affermare che I'applicazione di temaperatura pari a 60-65 ° C per
tempi superiori ai 5 minuti causa la completa imattione del virus, (Songseret
al., 2006), ma la presenza di un substrato protedstitaito di proteine essiccate,
puo aumentarne la resistenza a temperature pi{Sali@ine e Beck, 2004).

In proposito alla resistenza nel materiale fecabene tutti i virus influenzali anche
I H5N1 dimostra una notevole sopravvivenza: in figollo, infatti, a temperature
comprese tra i 25 e i 32 gradi C il virus si mami@ttivo e infettante per almeno 4
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giorni (Songsernet al, 2006). Il potere infettante viene mantenuto tgmioa lungo
quanto piu bassa e la temperatura ambientale. (Rert@| riguarda la resistenza del
virus nelle acque, in termini generali si puo affare che questa e elevata e tanto
maggiore quanto minore e la temperatura del mernfatti, come gia esposto a
proposito dei meccanismi di perpetuazione dellzidee all'interno delle
popolazioni di anatre selvatiche, una delle teopeposte e proprio la
conservazione del virus nelle acque ghiacciatei dpglcchi d’acqua visitati dagli
uccelli durante il periodo di riproduzione.

Da studi effettuati sulla resistenza nelle acqueindue differenti subtipi di virus
influenzali emerse che alcuni subtipi sembrano resperfettamente adattati alla
sopravvivenza nelle acque, ma in termini comparéibN1 non é tra questi, anzi
sembra essere il meno resistente (Stallknetcat, 1990).

A dispetto della maggior carica virale isolata timponi tracheali dei germani
infettati per via sperimentale rispetto a quellalata dai tamponi cloacali (Hulse-
Postet al, 2005), che fa supporre una maggior importanzaermini di ecologia
del virus, della via di trasmissione tramite aelosmn ci sono state evidenze
cliniche di trasmissione per via aerea del’lH5NA trccelli in quarantena tenuti
all'interno della stessa stanza ma in gabbie sépata stabilita del virus nelle
carcasse, infine, e funzione anch’essa della testyrer ambientale. Il virus € in
grado di mantenere la sua infettivita anche a#iinb di tessuti di animali morti
come confermano le numerose trasmissioni verifstateAsia del virus da uccelli

morti a felini che se ne erano alimentati.

3.1.5 Ecologia delle specie di anatidi a rischio di espisne al’H5N1
Le specie di anatidi migratrici presentano tutteciglo annuale comune, in cui Si
riconoscono cinque fasi distinte, corrispondenpegiodi dell’anno relativamente

critici per il singolo individuo, perché la richiesenergetica € maggiore. Tali

momenti sono la migrazione estiva, la riproduzidaenuta, la migrazione estiva e
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lo svernamento.

Come gia discusso a proposito dei movimenti migrato periodi e le rotte
migratorie scelte per la migrazione estiva e audlewrsono specie specifici, e
all'interno delle diverse specie possono essemnasciuti due principali tipologie
di movimenti: gli spostamenti a lunga distanza degtcelli dell’emisfero
settentrionale e i movimenti a raggio notevolmemie@ore di quegli uccelli che
popolano le zone tropicali e I'emisfero boreale.

Le zone scelte per la riproduzione e lo svernameptwmo Similmente anch’esse
specie specifiche; una caratteristica degli anatidjuella di esibire un’elevata
fedelta alle zone meta delle migrazioni (Rohwer redéfson, 1988), sia nella
migrazione di andata che in quella di ritorno. Tedeatteristica, chiamata filopatria,
e piu spiccata nelle femmine adulte che presentam@onotevole precisione nello
scegliere come zone di riproduzione le medesime dowvio nate, mentre i maschi
presentano fenomeni di dispersione piu marcatoghudi riproduzione diversi per
la ricerca di una compagna, fenomeno questo chendaunto di vista evolutivo
trova una sua spiegazione nellimportanza di eeit&g#nomeni diimbreeding
(Bateson, 1983).

Un’altra caratteristica degli anatidi € di effetteiarere e proprie migrazioni per la
muta successivamente alla riproduzione, del tuttipendenti dalla migrazione
autunnale in quanto le zone scelte per I'eventm sondirezione opposta rispetto
alle zone di svernamento e sempre le medesimennsaccessivi; tale precisione
nella localizzazione, e I'eccezionale densita dimati che raggiunge questi siti
suggerisce che questi movimenti autunnali rapptesen una strategia
comportamentale altamente evoluta. All'interno diaustessa specie, gli anatidi
esibiscono differenze nel pattern migratorio eanatiuta tra individui di una stessa
popolazione in relazione all’eta e al sesso delteate.

Si puo considerare infatti che adulti e giovanraptendano la migrazione estiva in
febbraio per terminarla alla fine di aprile e qaelutunnale a settembre per

ultimarla a fine novembre. Per quanto riguardaaglilti le femmine riconoscono
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una durata maggiore della stagione riproduttivajuanto si spostano verso i centri
di congregazione per la muta un mese dopo ris@atimaschi. | maschi infatti
abbandonano le terre di riproduzione immediatameloj@o I'accoppiamento, le

femmine vi permangono fino a che i giovani dell’atsnsono in grado di volare.
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Fig. 6 - Ciclo annuale degli anatidi selvatici.
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3.2 MIGRAZIONI E ALTRI SPOSTAMENTI DEGLI
UCCELLI SELVATICI

3.2.1 Metodi di studio dei movimenti degli uccelli

Gli spostamenti effettuati dagli uccelli sono staé sono tuttora studiati,
avvalendosi di metodi differenti.

Il primo metodo storicamente utilizzato consistdl'ogservazione diretta degli
uccelli in volo, osservando le specie che percarmamo spazio noto in riferimento
al periodo di tempo in cui cio si verifica.

Un altro metodo utilizzato € la registrazione aicastiei richiami emessi dalle varie
specie di uccelli; tali richiami fungono da segnaliraspecifici, per richiamare i
componenti dello stormo al fine di iniziare la n@gione o correggerne la direzione.
Questa metodica ha fornito un ottimo ausilio peeniificare il passaggio di
migratori notturni e definire un pattern migratgrigoprattutto per specie la cui
osservazione diretta risulta difficile.

Metodi piu tecnologici comprendono l'utilizzo dehdar, della telemetria o del
“satellite tracking”. Il radar permette di individte il passaggio di stormi di uccelli
all'interno di un raggio di captazione che si ed&per molti chilometri, e la massa
dei volatili viene rappresentata su un monitor cama nuvola di punti, in cui ogni
punto rappresenta un elemento del gruppo. Lo sggittalella metodica e che pur
rilevando con precisione il passaggio degli uccetin permette una distinzione
delle specie, se non una differenziazione moltoegea in relazione alla
dimensione corporea.

La telemetria consiste nell’applicazione, generaltmea livello del dorso
dell'uccello, di una trasmittente di pochissimo @é€sirca 1gr) che emette segnali
radio che sono ricevuti da un apparecchio ricevamehe a molti chilometri di
distanza. Chiaramente questa tecnica possiedeviecmmti legati alla scarsa vita

delle trasmittenti, il costo dell occorrente e Iscarsa maneggevolezza
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dell’'apparecchio ricevente. Un’applicazione piu eme della telemetria e |l
tracking da satellite, il cui principio € lo stessta le trasmittenti utilizzate devono
essere piu grandi e piu potenti, e il segnale eongésse captato da un satellite.
Certamente il metodo piu usato per lo studio deivimenti degli uccelli e
'inanellamento. L’apposizione dell’anello alla zpen permette di registrare i
successivi spostamenti dell’animale in relazionelualgo di prima cattura. Le
informazioni fornite dalla lettura degli anelli t@mente ai risultati dei censimenti,
permettono di stabilire quali sono le zone utiliezareferenzialmente dagli uccelli

e quali siano i loro spostamenti.

3.2.2 Le migrazioni stagionali

Gli uccelli possono essere suddivisi in relaziodetipo di spostamenti che

compiono durante I'anno in tre categorie: stanZgdino presenti tutto I'anno nella
stessa area geografica), semistanziali (parte gmlaolazione si sposta, parte
rimane ferma tutto I'anno nello stesso territor@)nigratori (I'intera popolazione

compie spostamenti perché riconosce due distintee,zana per trascorrere il
periodo di riproduzione e una per trascorreretiga® invernale).

Le specie appartenenti al terzo gruppo compiortce al molteplici spostamenti piu
0 meno regolari, i cosiddetti movimenti a piccokggio, veri e propri viaggi

ripetuti ogni anno, movimenti ad ampio raggio, ¢siddette migrazioni stagionali.
Precisamente con tale termine si definiscono i mewiti annuali tra le zone di

riproduzione, generalmente localizzate piu a nortk eone di svernamento, o
quartieri invernali, localizzati piu a sud rispetite precedenti.

Pertanto nel corso di un anno solare le specieamigmtraprendono due viaggi,
comunemente definiti migrazione primaverile e nugrae autunnale. La

migrazione primaverile viene intrapresa all'iniziella primavera, generalmente il
picco delle partenze inizia a fine febbraio - inimharzo e termina a fine maggio -

primi di giugno; gli uccelli lasciano le zone iniduanno trascorso i mesi freddi
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invernali e si dirigono a nord, verso le terre gireduzione in cui nidificano.
Viceversa la migrazione autunnale inizia generatmarfine estate — inizio autunno,
con alcune specie che iniziano a partire a giugleouttime che lasciano le zone di
riproduzione a novembre, e porta gli animali a sdso il clima mite delle
“residenze invernali”.

Le diverse specie mostrano una enorme variabildgia ntempistica dei viaggi
migratori, essendoci alcune specie che raggiun¢gmaone di svernamento durante
I'estate, quando in linea generale la maggior padetke specie vi giunge in autunno,
o altre che arrivano precocemente alle zone dficédiione.

Pertanto i termini migrazione autunnale e migragiprimaverile, se pur adeguati in
termini generali, non rispecchiano le eccezionpossono essere sostituiti con i
termini di migrazione di andata, intesa come ilggi@ verso le zone fredde di
riproduzione, e migrazione di ritorno, inteso coimaaggio intrapreso in direzione
sud verso le zone di svernamento (Berthold, 1993).

Ci sono inoltre notevoli differenze interspecificinerelazione alle modalita con cui
vengono intrapresi tali spostamenti: ci sono sp@tieui tutta la popolazione si
sposta contemporaneamente, altre in cui si osserpartenze differenziate tra i
vari individui in relazione al sesso e all'eta. Clde determina i movimenti annuali
di intere popolazioni di uccelli sono gli stagionakmbiamenti climatici dell’
ambiente in cui vivono, che condizionano la dispditd di cibo. Chiaramente
qualsiasi evento in grado di modificare I'equiltbradattativo della popolazione,
quale un inatteso cambiamento climatico o 'aumerdtevole di una popolazione
di uccelli, puo fungere da fattore causale pertréipresa di spostamenti fuori
programma. Ne sono un esempio ol weathermigrations’ e le ‘reverse
migrations’.

Nel primo caso il termine descrive lo spostamemtondcospicuo numero di uccelli
dalla zona in cui stanno svernando ad una zona clama piu mite,
conseguentemente alla comparsa di condizioni didmat critiche al punto da

determinare carenza di cibo. Peeverse migration’si intende l'improvvisa
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inversione della direzione percorsa lungo una peecrotta migratoria in
conseguenza di condizioni climatiche gravi e in#gpe Anche un singolo
individuo puo variare autonomamente la sua rotgraworia. E’' cio che si verifica
nel fenomenodell’abmigrazione.Non €& caso raro che popolazioni della stessa
specie ma percorrenti rotte migratorie differentnidificanti in siti distinti, si
incontrino in corrispondenza delle zone di svermameSe un maschio di una
popolazione decide di accoppiarsi con una femmippadenente all'altra
popolazione, pud decidere di seguire la femmina sulh popolazione alle terre di
riproduzione, abbandonando cosi la rotta migrateria terre nordiche tipiche del

sSuo stormo.

3.2.3 Rotte migratorie principali

Durante la migrazione di andata gli uccelli sechliero una traiettoria diretta a sud
ovest, mentre nella migrazione di ritorno la roti@ne invertita e diviene nord est.
Questa considerazione, tuttavia, € valida se vieesiderata in termini molto
generali: la direzione del passo e influenzatatiinfia molti fattori che possono
essere distinti in due gruppi: i fattori intrinsed i fattori estrinseci.

Il primo gruppo comprende i fattori ereditari e gga che costituiscono la spinta e
la guida innata di ogni specie a percorrere esattéanil proprio cammino
migratorio; il secondo comprende tutti i fattortersi all’animale, primo tra questi
la geomorfologia dei territori, nello specifico disstribuzione delle terre, dei mari,
dei deserti, dei fiumi, che, con significato e mldda diverse a seconda
dell’ecologia e dell’habitat preferenziale dellevelise specie, possono determinare
variazioni delle rotte migratorie.

Altro fattore estrinseco e rappresentato dal clir@apresenza di temporali, di
correnti ventose, I'alternanza di alta e bassaspwas influiscono sulla quantita di
spazio percorso, su eventuali soste e deviazioni.

Le rotte migratorie sono percorsi specie specifiogi come la tipologia di viaggio,
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la quantita di fermate effettuate dagli uccelli pgrosare e nutrirsi nelle aree di
sosta, il numero di soggetti appartenenti ad una@olaaione che partecipano alla
migrazione. Pur essendoci queste differenze possEssere ricostruite sulla
superficie terrestre delle rotte migratorie general

Il continente Americano e attraversato da tre rotigratorie principali: la rotta del
Mississipi, quella del Pacifico e quella dell’Attaoo. L’oceano Atlantico ospita una
seconda rotta migratoria, definita “ad imbuto”, checoglie, data la grande
estensione a nord, gli uccelli che nidificano irauascia di terre che si estende
molto in latitudine, e include I'Alaska, 'EuropaldNord e la Siberia. Tale rotta
dirigendosi a Sud si restringe, costeggia le tdsegnate sul versante est
dall’Oceano Atlantico, comprendendo i Paesi delir@pa del Nord, la Penisola
Iberica e le coste dell’Africa.

L’Africa, in quanto quartiere invernale tipico diafte specie é raggiunta da rotte
che originano nellEuropa nord orientale, come @tar Mar Morto- Mar
Mediterraneo, o nell’Asia Occidentale, come laaqgter 'appunto chiamata Asia
occidentale-Africa orientale.

Gli uccelli che si spostano all’interno del contite Asiatico seguono due principali
vie: la rotta dell’Asia centrale, interessata dagjuanimali che nidificano nelle
regioni dell’Asia settentrionale e centrale e saam in India, Indocina o nella

penisola della Malesia; e la Est Asia- Australia.

Non sempre la direzione tenuta durante la migra&zidinandata viene conservata
durante la migrazione di ritorno, capita invece dieritorno dalle zone di
riproduzione alcune specie di uccelli compianopcorsi simil circolari.

Questo fenomeno e piuttosto frequente, ma l'origmel significato di tali
deviazioni dal percorso originale non e stato afgorditamente studiato (Berthold,
1993), anche se si suppone essere determinato diafjanibilita stagionale di

habitats in certe zone.
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H5N1 outbreaks in 2005 and major flyways of migratory birds
| Situation on 30 August 2005
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Fig. 7 - Principali rotte migratorie degli uccellielvatici e focolai di HPAI H5N1
(aggiornamento: Agosto 2005). Fonte: FAO

3.2.4 Aree interessate dalla migrazione

» Aree di sosta

I cammino migratorio puo essere percorso sottofodiviaggio singolo e continuo

o0 come insieme di tappe intervallate dalla sost@e poste lungo il cammino, o in
una sua deviazione. Tali soste sono utilizzatei dagklli per nutrirsi e riposarsi.
Come gia accennato, il tipo di luoghi scelto pesdste € strettamente condizionato
dall’ecologia della specie, in particolare dallagibilita di trovarvi quantita di cibo
adeguate. Ugualmente anche la frequenza e il nudiait &€ specie specifico, ed &
funzione della strategia di volo utilizzata, daliatanza che deve essere percorsa e
della capacita metabolica di stoccare i grassi cfammea di riserva energetica.

La conoscenza del tipo di habitat necessario acgspeaie, e le sue abitudini sociali

(tendenza gregaria pil 0 meno spiccata), assamihiter’analisi e conoscenza delle
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caratteristiche del territorio, possono essereizatite per definire quali aree
potrebbero essere utilizzate come area di sostandamero pil 0 meno cospicuo
di migratori di passaggio, sia durante la migragiah andata che in quella di
ritorno.

Ci sono evidenze che anche per i siti di passaggg&i,come per le aree meta, ci sia
una certa fedelta nel corso degli anni da partendispecie.

= Aree meta

Sia nei confronti delle aree di svernamento che queslle di riproduzione, gli
uccelli migratori, e in particolar modo gli ucceadicquatici, hanno dimostrato un alto
grado di fedelta. Infatti una volta che i giovaanhno raggiunto la maturita sessuale
e hanno scelto la loro zona di riproduzione, cheameaggior parte dei casi, salvo
non si verifichino fenomeni di dispersione, coireitbn la zona in cui sono nati, la
riconfermano gli anni successivi. Se le ragiontalé attaccamento possono da un
lato essere ricercate nella capacita innata dintameento e riconoscimento dei
luoghi da parte degli uccelli, e nel fenomeno deetti della filopatria, dall’altro
possono essere valutate sotto un profilo evolutha .fedelta ad un sito, infatti,
conferisce all'animale che la dimostra una vantaggwvolutivo rispetto ai
conspecifici che non possiedono la medesima appddB conoscenza del territorio.
La fedelta ai siti di riproduzione si traduce ancper le specie acquatiche, in un
pressoché costante e prevedibile numero di anichalili visitano anno dopo anno,
per quanto siano possibili delle variazioni in fiume del numero di giovani nati
nell’annata.

= Zone scelte per la muta

Molte popolazioni di uccelli acquatici, ogni annarwmo incontro al fenomeno della
muta. Per tutto il periodo di tempo, variabile grmini di cadenza e durata a
seconda delle specie, necessario perché si formual’/o piumaggio, gli animali
sono sprovvisti delle piume del volo, pertanto pea parzialmente di procacciarsi
il cibo e massimamente esposti all’'azione dei pi@daPer minimizzare il rischio e

aumentare le proprie possibilita di sopravvivemgiaanimali, soprattutto maschi, in
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corrispondenza del periodo di muta, che generaknemtrisponde con la fine della
stagione riproduttiva, si radunano in gruppi nursere si spostano verso
tradizionali punti di aggregazione.

Questi siti sono zone estremamente localizzatevisitate ogni anno e vi si
raggiungono densita e concentrazioni di animalvaks come in nessun’ altra
situazione (Gwinner, 1990). Tutto cid0 suggerisémportanza di questi territori
come punto di incontro di numerose popolazioniatialli.

= Aree di concentrazione e di unione

Indipendentemente dal fatto che rappresentino dopassaggio durante una sosta,
zone scelte come sito adatto per effettuare la motazone di insediamento
definitivo dopo il viaggio migratorio, i territorche sono soliti ospitare grandi
quantita di uccelli, anche appartenenti a speciergde, vengono definite aree di
concentrazione e di unione.

Nel caso specifico delle zone umide, le aree instwongregano nei vari periodi
dell’'anno ingenti quantitd di uccelli acquatici,ppiesentano zone di altissimo
rischio di trasmissione e diffusione di virus avisa le distinte popolazioni.

Tali zone sono state classificate in relazioneush@ro di uccelli che ospitano ogni
anno in siti primari e secondari. Per siti primsirintendono tutte le zone in cui
viene regolarmente censito un numero maggiore alagu20.000 uccelli acquatici,
o almeno 10.000 coppie di uccelli acquatici, e mmsciute come International Bird
Areas (IBAs) sulla base di criteri ornitologici quaativi (Health e Evans, 2000). |
siti secondari sono invece tutte le zone umideuinsc radunano uccelli acquatici,
sulla base di quanto rilevato dal Wild Bird Datadb@4/BDB). Le zone umide sono
state distinte in relazione alla popolazione dialicche ospitano, ma non esistono
dati precisi a proposito delle specie di uccellguatici che costituiscono tali
popolazioni (EFSA, 2006).

Pertanto non € possibile evidenziare con precisiona avendo dati precisi sulla
distribuzione delle specie a maggior rischio dsinéssione di Al, quali delle zone
rappresentino in realta siti di raccolta ed incorton le maggiori probabilita di
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circolazione di virus influenzali.

3.2.5 Movimenti diversi dalle migrazioni stagionali

Le migrazioni non sono gli unici spostamenti effatt dagli uccelli, al contrario
esistono moltissime altre forme di movimenti cha yopolazione o un individuo
singolo puo compiere. Per quanto riguarda spostanaensingoli individui, €
risaputo che alcuni giovani dopo il raggiungimerdella maturita sessuale
effettuano degli spostamenti in direzione centafugspetto alla zona di nascita.
Questo fenomeno e definito movimento di dispersi@nalistanziamento. La
distanza percorsa dalla maggior parte degli uceedli pochi chilometri rispetto al
punto di nascita, ma in altre i giovani possongpelidersi a distanze notevoli
(Greenwood, 1980).

Tra i movimenti inattesi di una intera popolaziode uccelli si conoscono i
fenomeni dell’irruzione, i movimenti di fuga, i miowventi di espansione.

I movimenti di irruzione della spec@mprendono tutti gli spostamenti improvvisi
effettuati da un gruppo di individui dalla propzana di riproduzione ad un'altra,
generalmente spinto dalla ricerca di un’area coggimaie disponibilita di cibo.

I movimenti di fugapresentano una dinamica simile a quanto esposta soa la
causa scatenante é la comparsa di un fattore @o gliaminacciare la sopravvivenza
della specie.

Infine i movimenti di espansione, determinati da aurmento della popolazione,
comportano lo spostamento di gruppi numerosi dvayio alla ricerca di nuovi siti

adatti. Lo spostamento riguarda sia le zone dodpeione che di svernamento.

3.2.6 Qualita delle informazioni sulle migrazioni

Nonostante ci sia una quantita notevole di inforowzrelative agli spostamenti

degli uccelli selvatici, derivanti dalla letturaglieanelli metallici, come sottolineato
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dall’ African-Eurasian Waterbird Agreement (Daka@05) manca una conoscenza
precisa su scala internazionale delle migrazioriendiverse specie, volta ad
identificare con precisione il mese esatto di @GV una precisa specie in un dato
paese e le principali zone in cui si congregan@ugimali per le soste e per la muta.
Una conoscenza piu ampia e sistematica a quesloligotrebbe contribuire ad

evidenziare i periodi e le zone in cui il rischiadiffusione di Al virus € maggiore.
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3.3 FONTE DELLE INFORMAZIONI SU CONSISTENZA E
DISTRIBUZIONE DELLE POPOLAZIONI DI  VOLATILI
SELVATICI

3.3.1 | censimenti

Il censimento degli uccelli acquatici che vieneetffato ogni anno in Italia rientra
in un progetto internazionale di monitoraggio delistribuzione e consistenza delle
popolazioni di uccelli acquatici svernanti sul temo europeo Ilfiternational
Waterfowl CensydWC). | primi censimenti nazionali sono stati dotti con una
certa regolarita gia dal 1975 ma e solo dal 1994 ekiste un elenco unitario
completo delle zone umide italiane interessatecdasimenti. Tale elenco definisce
in maniera univoca i confini e la denominaziondedsingole zone, proponendone
una suddivisione in unita ecologiche. Anche le Epeggetto dei conteggi sono
progressivamente aumentate e ora comprendono leesgdamiglie: Gaviidae,
Podicipedidae,  Pelecanidae,  Phalacrocoracidae, idaele Ciconiidae,
Threskiornithidae, Phoenicopteridae, Gruidae, Haepaalidae, Recurvirostridae,
Burhinidae, Glareolidae, Charadriidae, Scolopacidaearidae oltre ad anatidi e
rallidi. I censimenti, coordinati a livello nazideadall’ex Istituto Nazionale per la
Fauna Selvatica (ex INFS, ora ISPRA - lIstituto fserProtezione e la Ricerca
dell’Ambiente), vengono effettuati nel mese di gaionperché rappresenta il
periodo centrale della stagione non riproduttivglidaccelli acquatici. Durante
questo mese le specie migratrici, solitamente, revano nei quartieri di
svernamento e sono relativamente poco mobili eeggge, quindi piu facilmente
visibili; pur tuttavia nelle zone del Mediterranesmno stati osservati regolari
spostamenti verso i quartieri di nidificazione diirante questo mese e spostamenti
in massa di uccelli svernanti possono verificansseéguito al cambiamento delle

condizioni meteorologiche (Serrat al, 1997). Nelle zone molto estese o in
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comprensori vicini vengono condotti dei conteggnitanei in maniera tale da
evitare grossolani errori di conteggio (Baccettial, 2002). Le specie oggetto del
censimento appartengono agli uccelli acquaticisineome gruppo polifiletico
comprendente diverse specie legate allambienteadimp (Baccettiet al, 2002).

In particolare, I'attenzione e qui incentrata stiéimiglie Anatidae e Rallidae, di cui
fanno parte uccelli molto diffusi quali anatre é&affhe. Non e stata analizzata finora
la diffusione in natura di individui appartenentf@me domestiche quali anatre
germanate e/o domestiche, oche domestiche, ocheidige anatre mute (Baccetti
et al, 2002).

I censimenti degli uccelli acquatici sono incluglla categoria dei censimenti
assoluti e, in genere, sono condotti tramite cayitediretto degli individui presenti
in una determinata area oppure, in caso di stoingrasse dimensioni, tramite
stime ottenute dal conteggio esatto di un sottemsi di tale stormo, riportato
mentalmente su questo fino a ricavarne la totajgertara (Serraet al, 1997). |
valori numerici cosi ottenuti vengono generalmeigertati senza associare ad essi
alcun errore statistico. | totali per ogni sito sppercio, il risultato della somma di
conteggi o stime parziali e non vengono né arratnee in alcun modo trasformati
(Bibby e Lambton, 2000; Sered al, 1997). Errori di conteggio avvengono ma essi
non incidono che per il 5-10% sull'accuratezza diagensimento su larga scala,
valori questi che rientrano nel range di moltiialtlevamenti effettuati in campo
biologico (Serraet al, 1997). Gli errori di identificazione della spe@e non sono
fatti in maniera sistematica e riguardano specimwo non inficiano i totali
generali e nemmeno la distribuzione degli indivisuiscala nazionale; di maggiore
gravita sono gli errori relativi a specie rare oncmi in altri ambienti. In questi casi

i dati palesemente errati vengono eliminati datleesle di rilevazione (Serg al.,
1997). Le tecniche utilizzate per il censimento Bono consone a tutte le specie di
uccelli acquatici, quelle a comportamento criptmame per esempio l'alzavola

(Anas creccptendono ad essere sottostimate o non rilevatmeCaonsiderazione
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di carattere generale si puo ritenere che i gressrmi tendano ad essere
sistematicamente sottostimati, mentre gli ucceltnericamente meno abbondanti e
ampiamente distribuiti nell’area del censimentadtero a sfuggire ad un conteggio
preciso (Serrat al, 1997).

| conteggi sistematici permettono una stima nurnaeritegli uccelli acquatici
presenti sul nostro territorio nazionale e consemidi individuare, in base alla loro
distribuzione, eventuali siti di svernamento di orpnza nazionale ed
internazionale. L’ltalia, infatti, dal 1976 ademsalla Convenzione di Ramsar che
ha come scopo preminente la conservazione e laogesin maniera eco-
compatibile delle zone umide. Attualmente, I'elenicofase di revisione, delle zone

umide di importanza internazionale comprende 46taitani.

Le zone umide sono identificate da un codice uravimrmato dalla sigla della
provincia di appartenenza seguita da una serieudien; vengono in tal modo
individuate delle super-zone a loro volta suddiwssotto-zone minori complete di
toponimo e coordinate geografiche. Tali coordiratdferiscono al punto centrale
della zona considerata o, in caso di zone particadate piccole o di recente
costituzione, sono state approssimate al rispe@wmmune di appartenenza (Sesta
al., 1997). L’elenco completo delle zone umide deh&te comprende 379 siti dei
quali solo poco piu di 200 sono stati censiti coa gerta regolarita. Questo perché
la lista completa comprende zone umide in senso, latcune delle quali
geograficamente poco estese e solo potenzialmergerianti dal punto di vista
ornitologico. Da non trascurare anche I'aspettoraipe dei censimenti, svolti da
personale molto preparato che ha conseguito tabiine necessaria ma che molto
spesso esegue il lavoro su base puramente volantdrinumero dei siti
annualmente censiti varia anche in funzione deb@dzioni meteorologiche
durante i giorni del conteggio, la pioggia batteaté&a nebbia possono facilmente
comprometterne i risultati. Lo sforzo di campionamoee ovviamente rivolto a

mantenere costante e quanto piu esteso possibielib di copertura dei luoghi da

92



censire.

Le uscite per i conteggi vengono concentrate rilie settimane centrali del mese
di gennaio; all'interno di questo periodo le coptr ogni singola zona avvengono
in intervalli di tempo di 2-3 giorni a seconda tedtensione della localita presa in

esame; tutto cio al fine di minimizzare il rischibconteggi doppi.

3.3.2 Gliinanellamenti

L'ISPRA é inoltre sede del Centro di Inanellamerazionale, deve cioé
autorizzare tutti gli schemi e progetti che preved#a cattura e la marcatura di
avifauna selvatica sul territorio italiano. Ogningdlo operatore acquisisce
I'abilitazione alla cattura dopo aver superato lsanee pratico e teorico sul
riconoscimento delle specie. Il grado di difficottélle prove é correlato al tipo di
licenza che si vuole conseguire: esistono infadtitipi di patentino che vanno dal
livello base, A, al livello C. Ogni tipo di licenzautorizza alla manipolazione di un
determinato numero e tipo di specie. La marcategli diccelli catturati avviene
attraverso l'apposizione ad una zampa di anellndtallo o plastica colorata con
inciso un codice numerico. Ogni Paese ha un pragitice identificativo e usa un
particolare colore. Al momento della cattura vienenpilata una scheda contenente
le misure biometriche degli individui presi che igaap a seconda della specie di
appartenenza, data e luogo di cattura, numero deratqri, condizioni
meteorologiche ed eventuali note di interesse. roaqulura rimane la stessa anche
in caso di catture di animali gia marcati; la ricged viene ovviamente segnalata
come tale sulla scheda.

Le schede, una volta informatizzate, vanno a eostitun enorme database
coordinato a livello europeo dallEURING,; tutti gdtati europei contribuiscono al
mantenimento di questa banca dati inviando le mézioni su animali catturati,
ricatturati o avvistati sul proprio territorio.

L'EURING Data Bank dislocata ad Heteren (NL) foceisina solida base per tale
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conoscenza. Dal 2004 sono accessibilttpl//www.euring.org/edb/index.hdm

anche informazioni e carte del paleartico che tgur dati di inanellamento o di
ricattura per molte specie.

In ogni paese esistono vari programmi o schemmalellamento volti a monitorare
la fauna ornitica e che prevedono catture sistematili individui perlopiu adulti o
di pulli in caso di specie nidificanti. | dati salficatture provengono sia da animali
effettivamente presi o avvistati piu volte sia daovamenti accidentali di anelli,
recuperati soprattutto da animali abbattuti in cascspecie oggetto di attivita
venatoria e che i cacciatori o chiunque altro froki sono tenuti a restituire
all'lSPRA.

Fig. 8 - Inanellamento e registrazione delle misucerigtriche (INFS, 2005)

Le catture di anatidi si effettuano con l'utilize trappole fisse piazzate in zone
frequentate dagli animali. Gli uccelli possono ess#tirati mettendo dei soggetti
vivi all'interno della trappola stessa oppure cagldstampi all’esterno; sia che si
usino richiami vivi o meno l'invito ad entrare estituito principalmente dal cibo:
granaglie sparse in abbondanza nei dintorni del. ditentrata della trappola
funziona un po’ come una nassa e I'animale unaavelitrato non riesce piu ad
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uscire. E’ indubbio che rispetto ad altre famigtle uccelli per le quali sono
sufficienti delle reti appositar(ist net} la cattura degli anatidi richiede uno sforzo
organizzativo e una dedizione maggiore, non fo#ise jger il continuo controllo e
la costante pasturazione della trappola. Esseraltvérspecie per la maggior parte
cacciabili, risulta molto difficile reperire luoghidonei dove I'aggregazione di un

numero consistente di animali non venga sfruttdiai aenatori.

Fig. 9 - Trappola Abberton per la cattura di anatid

(Fonte:http://www.anserproject)it

Proprio per questi motivi non sono mai stati poragnti progetti a lungo termine
che abbiano interessato gli anatidi, se non peogidimitati di tempo e grazie alla
disponibilita di qualche Oasi o Azienda Faunistitenatoria.

| dati riguardanti le ricatture possono dare untadione su una parte degli
spostamenti effettuati da determinate popolazionicdelli ma vanno ovviamente
utilizzati assieme ad altre conoscenze derivantdda di presenza o assenza di una
determinata specie, dalla sua distribuzione e st@rsia e tutto questo puo essere
ottenuto solo attraverso programmi di monitoragtpth’avifauna acquatica costanti

nel tempo che permettano il campionamento di unemarsufficiente di individui.
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PARTE IV

LA SORVEGLIANZA DELL'INFLUENZA AVIARE
NEI VOLATILI SELVATICI
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4.1 LA SORVEGLIANZA NEL MONDO

4.1.1 Verso una sorveglianza globale

A seguito dell’emergenza innescata dalla diffusideé virus altamente patogeno
dell'influenza aviaria H5SN1 (HPAI H5N1), il mondegli ultimi anni € in uno stato
di allerta per frenare la diffusione della mala#iadurre il rischio di una potenziale
pandemia umana. Sistemi internazionali di allarapdo, che fanno capo dlffice
Internazionale des EpizooziefOIE), all'Unione europea, all'Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS), ed alkwod and Agriculture Organizatio(FAO),
compiono un monitoraggio attivo della situaziond'idduenza aviaria in tutto il
mondo. La FAO, attraverso la suBmergency Prevention Systeper la
sorveglianza delle malatie transfrontaliere degiireali e delle piante (TAD) e delle
malattie del programma EMPRES eGdobal Animal Health Information System
(EMPRES-I), ha giocato un ruolo chiave nella ratagotegistrazione e analisi dei
dati in merito all'influenza aviaria, sia in popzilani di uccelli selvatici sia nel
pollame domestico. Il sistema ha lo scopo di fern& paesi membri e alle
istituzioni partner aggiornamenti tempestivi sub#auazione epidemiologica e
I'analisi dei rischi (AIDENews EMPRES, malattie delldracking Lis}. L'entita
della crisi e le caratteristiche epidemiologichéwileis HPAI HSN1 hanno spinto la
comunita scientifica ad adottare un approccio migitiplinare attraverso la
mobilitazione immediata di competenze e la collabmme di veterinari, specialisti
della fauna selvatica, ornitologi, virologi, biolomolecolari, gestori dei dati, e
specialisti dei sistemi informativi cartografici I&). L'emergenza dell'influenza
aviare rappresenta un’opportunita unica per sviu@p nuovi rapporti di
collaborazione tra i gruppi e le istituzioni. Laasebio di informazioni e conoscenze
porta ad una migliore comprensione dei fattori epitblogici ed ecologici che
governano l'insorgenza e la diffusione della mi@atta comunita scientifica

internazionale é chiamata ad unire gli sforzi pemglificare la condivisione di
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grandi quantita di dati, uniformare i sistemi digmglianza, effettuare la valutazioni
dei rischi, e coordinare le attivita attraverssiesni informativi.

In conclusione, l'obiettivo finale dei sistemi dlieata precoce € quello di rendere le
informazioni e i risultati a disposizione di tutee parti interessate e di fornire la
possibilita di approntare una reazione tempestiga ¢ miglior rapporto tra
efficacia e costi.

Tutti i dati provenienti dalle attivita di sorvegtiza degli uccelli selvatici devono
essere gestiti, integrati, analizzati e resi acbiéisgreferibilmente attraverso una
piattaforma comune in cui | dati possono esseraializzati e scambiati.
L'integrazione dei dati, l'analisi e la mappaturappresentano un passo
fondamentale per comprendere la distribuzione, oingortamento, l'origine e
I'evoluzione di una malattia, e alla definiziona desti del caso di risposta delle
malattie. Per affrontare questa sfida globale, @&s&ario rafforzare le opportunita
di collaborazione tra le parti coinvolte e perneett@ein accesso rapido ai dati
ricavati dalle attivita di sorveglianza. A questtmgo i programmi di sorveglianza
nazionali devono essere collegati ad iniziative ggstenti (GLEWS, GAINS,
Birdlife International Wetlands InternationalCIRAD, Unione europea).

4.1.2 Progetti internazionali in corso

Nel 1994 la FAO ha lanciato il programma EMPRES
(http://www.fao.org/AG/AGAINFO/programmes/en/empiteshe.asp Per

supportare il sistema di allerta precoce, e stailappato. EMPRES-I1\(Veb-based
Global Animal Health Information Systgncthe mette a disposizione una
piattaforma per condividere le informazioni tra gliganismi ufficiali di polizia
sanitaria e la FAO, nonché con i consulenti, gpegs e le istituzioni coinvolte
nella gestione del focolaio di malattia e nellpaoista allemergenza. Il nucleo del
sistema é un database Oracle disponibile in regé. Aenti sono permessi diversi
livelli di accesso al sistema (ospite, manager, amstnatore) e diversi livelli di

98



servizi (visualizzazione, modifica, analisi). EMP®IE € stato progettato per la
registrazione e [l'analisi dei dati della sorveliaamsulle malattie animali
transfrontaliere piu importanti (TAD). Malattie pritarie sono definite I'influenza
aviaria altamente patogena (HPAI), I'Afta (FMD), fiebbre della Valle del Rift
(RVF), la pleuropolmonite contagiosa dei bovini @B, la peste suina africana
(ASF), e la peste bovina (RP).

Fin dall'inizio della crisi dell'influenza aviari@el 2003/2004, sono state registrate
tutte le informazioni disponibili sui focolai veichtesi nel pollame domestico e nei
volatili selvatici. Le informazioni vengono racoeltda varie fonti, e siti Web
ufficiali come quello dell'OIE, dellOMS e del Misiero delle Politiche Agricole le
pubblicano regolarmente in rete. Inoltre, alcundormazioni sono fornite
direttamente dalla Commissione europea o dai gaveltne che dalle postazioni
sul campo della FAO e dai laboratori di riferimefA0O/OIE. In aggiunta a queste
fonti ufficiali, altri dati sono ricavati da mailinlist, comePromed-Mai] GPHIN, o
Al-Watch

EMPRES-I quindi fornisce aggiornamenti tempestivaecurati sulle emergenze
epidemiologiche, nonché l'analisi dei rischi perTIAD (la tracking list delle
malattie € un esempio di elaborazione delle infaiora generate da EMPRES-I).
Parlando di influenza aviare EMPRES-I produce umdesi quindicinale della
situazione epidemiologica nello spazio e nel temgegnalando tutti i focolai
confermati e in attesa di indagini in tutto il mondel pollame domestico e nei
volatili selvatici, e visualizzando I'evoluzionertporale dell’incidenza giornaliera
dell'infezione per un periodo di 1 anno.

EMPRES-I é stato collegato ad un sistema globalefdimazione geografica (GIS)
di per fornire una rappresentazione visiva dei iodedistribuzione della malattia
e per esplorare i rapporti tra geografia, ambieatmalattia. L'ambiente GIS puo
contribuire in modo significativo alla comprensiodei fattori epidemiologici ed
ecologici responsabili della comparsa e della ditine di HPAI. Nel quadro GIS i
dati epidemiologici possono essere integrati da@dti quali l'utilizzo del suolo, la
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densita di pollame, la distanza tra focolai, eealmariabili che possono essere

rilevanti per I'epidemiologia delle malattia. Un&isi esplorativa di dati spaziali

(ESDA) viene utilizzata per elaborare modelli maaim utili all'individuazione di

cluster di casi o di aree con elevata incidenzac\adenziare I'associazioni tra la

comparsa della malattia e altri fattori di rischeécad identificare aree piu esposte.

E V=
HPAI outbreaks: Outbreaks reported in poultry and cases in wild birds @
Six months period (30 July 2007 - 30 January 2008) EWERGENCY PRIVENTION SYSTEM
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HPAI outbreaks: Outbreaks reported in poultry and cases in wild birds
Six months period (28 February 2007 - 28 August 2008)
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Fig. 10 e 11 Esempio di mappe messe a disposizgutesito FAO-EMPRES con
localizzazione dei focolai confermati in volatibbihestici e selvatici in un periodo di 6 mesi
(Fonte http://www.fao.org/AG/AGAINFO/programmes/en/emgim@aps_new.html

L'ECTAD HPAI € una pubblicazione on-line che rademgformazioni sui focolai
sospetti e confermati o sulla diffusione della riedanel corso delle 2 settimane
precedenti. Informazioni dal campo e fornite da aoigzazioni e istituzioni
vengono modificate e riassunte per dare al lettima breve panoramica di eventi
piu importanti. La prima pagina offre una mappa ofwstra le localita dei focolai
di HPAI confermati nel pollame e negli uccelli satiei per un periodo di 2 mesi.
L'aggiornamento viene prodotto e pubblicato in fatonelettronico tre volte alla
settimana ed e stato originariamente creato peoagge regolarmente gli ufficiali
della FAO sulla situazione dell'infezione HPAI mabndo. In linea con la crescente
domanda, la sua distribuzione e stata estesaféiglinazionali della FAO, punti di
contatto tra diverse organizzazioni internaziorehle istituzioni partner.

Il mensile della FAO sull'emergenza dell'influenaaiare (AIDE News) é stato
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progettato appositamente per la distribuzione pohbEsso comprende una breve
analisi della situazione epidemiologica per quaigoarda i focolai confermati, e le

informazioni sulle missioni e sui progetti della BA

Nel giugno 2006 lawildlife Conservation SocietldS) lancia il progettoGlobal
Avian Influenza Network for Surveilland&AINS), un esempio di collaborazione
internazionale e multi-disciplinare utile alla rafta e alla condivisione di
informazioni in materia di influenza aviaria altame patogena (HPAI) H5N1, cosi
come di altri ceppi, negli uccelli selvatici. GAINSutilizza tecnologie
dellinformazione e della comunicazione (Informatioand Comunication
Technology, ICT) al fine di:
= migliorare la raccolta, il coordinamento e la diagindi laboratorio di
campioni prelevati da volatili selvatici per indivare la distribuzione dei
virus influenzali;
= studiare I'evoluzione genetica del virus;
= migliorare le conoscenze sulla distribuzione ensavimenti migratori degli
uccelli selvatici;
= sviluppare un sistema di allerta rapido per lauditbne globale dei virus
HPAI per tutelare la salute del pollame, la saluteana e la biodiversita.
L'obiettivo di questa iniziativa & di controllar@ diffusione dell'influenza aviaria e
prevenire l'insorgenza di focolai attraverso untesi'a di monitoraggio e di
sorveglianza globali in grado di raccogliere dagimpliare le conoscenze
sull’epidemiologia dell'infezione, condividere leinformazioni a diversi livelli
(governi, organizzazioni internazionali, enti pubble privati) e facilitare lo
sviluppo di risposte alla minaccia di epidemie.
| presupposti su cui si basa il progetto sono quiddlla condivisione delle
conoscenze a supporto del processo decisionale, a#laborazione tra partners,
laboratori di riferimento, enti e agenzie coinvodi livello locale, nazionale e

internazionale e del potenziamento delle capaeitaithe degli operatori locali,
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attraverso contributi tecnico-scientifici e un sit@b http://www.gains.ory) che

permette il libero accesso alla consultazione dppeanterattive, dei risultati della
sorveglianza, di report e pubblicazioni scientificholtre alla possibilita di
contribuire al database ed accedere ad un forum.

Il progetto NEW FLU BIRD (NFBhttp://www.new-flubird.el/ e coordinato da 10

partners in tutta Europa, tra i quali Wetland®inational ed Erasmus. Il progetto

NFB si propone di creare una rete di allerta precdei virus influenzali negli
uccelli migratori in Europa, fornendo dati e corase sulle specie di uccelli ad
alto rischio, coordinando la sorveglianza nei luaaalto rischio e sviluppando la
capacita di monitoraggio degli uccelli acquatici.

Una finalita € quella di fornire una rete di corarsre sulle rotte migratorie (volume
e tempi di migrazione, movimenti delle specie ao aischio, ecc.), impostare |l
campionamento sistematico di uccelli migratori santoordinare un sistema di
monitoraggio della mortalita. aviaria. Tutti i datngono rielaborati in un sistema
di allarme e di valutazione del rischio, raccoglienle competenze di esperti
virologi, epidemiologi e ornitologi.

OFFLU (ttp://www.offlu.ne) e la rete di competenze congiunta OIE-FAO in

materia di influenza aviare, istituita nel 2005 pestenere gli sforzi internazionali
di monitoraggio e controllo delle infezioni da \rinfluenzali nel pollame e in altre
specie di uccelli, e per condividere i risultatil deampionamento e i dati
epidemiologici necessari ad implementare I'attiuiiaprevenzione e lo sviluppo
precoce di vaccini. OFFLU rafforza i legami esistati'interno della rete sanitaria
internazionale e collabora con il sistema di maaggio dell'influenza

dell’Organizzazione Mondiale della Sanita su tudequestioni rilevanti per la
salute pubblica. Gli intenti di OFFLU comprendowoscambio di dati scientifici e
materiali biologici (inclusi i ceppi del virus) afiterno della rete, I'analisi di tali

dati e la condivisione delle informazioni con laremita scientifica internazionale.
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Inoltre gli esperti di OFFLU forniscono consulenzecnica, formazione e
competenze scientifiche ai Paesi membri per cantgballa prevenzione, alla

diagnosi, alla sorveglianza e al controllo delliishza aviare.

4.1.3 Early warning, Early detection

Studiare I'evoluzione di una malattia con un appi@cvolto al controllo e
all'eradicazione significa perseguire il fine dmitare al massimo la diffusione
dell'infezione mediante strategie utili ad indivaite il piu precocemente possibile
ed eradicare I'infezione. Indispensabile a questps e sviluppare e uniformare la
definizione di caso primario e di caso secondabefiniamo caso primario
I'introduzione per la prima volta di un agente itif® in un Paese, o in una
Regione. | casi secondari vengono invece defirali mumero di focolai che si
sviluppano a seguito dell’introduzione dell'infea® in un Paese/Stato/Regione.
Rispetto al caso primario, lo scopo € quello dntdarlo nel piu breve tempo
possibile, proprio per ridurre il numero di casti@edari che da esso potenzialmente
possono svilupparsi. L'azione da intraprendere fiesenza di casi secondari €,
viceversa, la loro eliminazione nel piu breve tengussibile, cosi da limitare la
diffusione dell'infezione. Quindi il caso primardeve essere trovato veolocemente,
i casi secondari altrettanto velocemente ed efficamte gestiti.

In questa visione le strategie di controllo ed m@done di una malattia, nelle quali
I sistemi di sorveglianza rivestono un ruolo fon@atale, si concretizzano in una
sorta di gara di velocita, nella quale gli sforzi abntrollo ed eradicazione si
valutano su una scala temporale e sono mirati radlazione dei periodi ad alo
rischio. Definiamo due periodi ad alto rischio.

Il primo periodo ad alto rischioF{rst High Risk Period HRP1) é il periodo che
intercorre tra l'introduzione dell'infezione in uRaese e la prima diagnosi di
infezione. La lunghezza del’lHRP1 dipende dallacstdi allerta, dalle capacita e

dalle motivazioni di allevatori, veterinari del gio pubblico e privati e
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dall’'efficienza diagnostica dei laboratori coinvpltome anche dalla virulenza
dell'agente eziologico.

Nelle due tabelle che seguono vengono riportatmeseli ritardo {ime lag tra il
verificarsi del primo caso di malattia e la segn@iae all’OIE per quanto riguarda
I'infezione da virus HPAI in Paesi extra-europeall 1) e da Peste Suina Classica
(CSF) in Europa e nel mondo (Tab. 2)

Tab. 1 - Time lag tra primo focolaio di influenzaare HPAI H5N1 e notifica all'OIE

Data della
Data della prima ; - . o
Paese ) ) . prima notifica Time lag (giorni)
segnalazione di mortalita
all'OIE

Nigeria 10 Gennaio 8 Febbraio 29
Niger 13 Febbraio 28 Febbraio 15
Cameroon 21 Febbraio 11 Marzo 18
Burkina Faso 1 Marzo 4 Aprile 34
Costa d’Avorio 30 Marzo 25 Aprile 26
Bangladesh 22 Febbraio 22 Marzo 29

Tab. 2 - Time lag tra introduzione di PSC e natifitel primo caso (HRP)

Paese Anno HRP (settimane)
UK 1986 4
Olanda 1992 6
Belgio 1993 3
Germania 1997 8
Olanda 1997 6
Spagna 1997 9
UK 2000 8
Iran Java 2004 >12
Papua Nuova Guinea 2004 >16
Germania 2006 10
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Il secondo periodo ad alto rischio (HRP2) vieneirdef come il periodo che
intercorre tra il momento in cui il primo animaleene diagnosticato come infetto e
I'attuazione delle misure intraprese per preveraediffusione dell'infezione
(abbattimento, definizione delle aree di proteziert® sorveglianza, ecc..).
L’ EARLY WARNINGonsiste nel piano strategico sviluppato per riellar durata
del primo periodo ad alto rischio (HRP1), ed ha earbiettivo la preparazione del
servizio sanitario a reagire prontamente alla posé® presenza di infezione,
riducendo cosi l'insorgenza di casi secondari. Camepti essenziali deEARLY
WARNING sono lo scambio e la condivisione delle informazisoprattutto a
livello internazionale, una chiara catena di conwafuhi deve fare cosa), una chiara,
possibilmente ufficializzata da un documento gmyrittstrategia gestionale
dell’emergenza.
Nel caso dell’emergenza da influenza aviare HPAtiategia prevede:
= una fase di allerta in caso di particolari condiziepidemiologiche del
virus HPAI in Paesi confinanti o con i quali siregprendono scambi
commerciali;
= Jinformazione continua di tutti i componenti deérgizio sanitario e
veterinario;
= acquisizione di conoscenze sulla malattia;
= training specifico indirizzato alla formazione deglperatori per |l
riconoscimento precoce dell’'infezione;
= aumento dell’atenzione da parte degli allevatopallame;
= aggiornamento continuo del Piano Nazionale di nooaggio del’HPAI;
= mantenimento della fase di allerta dei laboratori disponibilita
immediata dei test diagnostici;
= pronto conferimento dei campioni sospetti da pattdle autorita

competenti ai Laboratori di Referenza.

Intendiamo conEARLY DETECTION’insieme delle misure messe in atto per
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ridurre il piu possibile la durata del secondo peoi ad alto rischio (HRP2). Lo
scopo e quindi quello di identificare precocemdat@resenza dell'infezione per
limitare la diffusione della malattia, e quindiass secondari. Le componenti dell’
EARLY DETECTIONsono la conoscenza della malattia (da parte dirvetri ed
allevatori), la definizione di caso e I'allestimerdi un flusso informativo.

Di seguito (tabelle 3, 4 e 5) vengono riportatiivedsi gradi di probabilita di
identificare l'infezione in varie condizioni epidértogiche a seconda che I'oggetto
del’EARLY DETECTIONMiano volatili selvatici, allevamenti rurali o alementi

intensivi di pollame.

Tab.3 - Probabilita di identificazione di un cagsitivo in volatili selvatici

- Legame noto a focolai confermati in pollame o0 nom
Altamente - La mortalita coinvolge specie ad alto rischiadatidi (HRS)
probabile con > 10 animali trovati morti in una settimanalastessa localita

- Singoli cigni trovati morti

- Mortalita in molti (>20) uccelli di una sola speentro un
raggio di 10 Km da una zona umida

} - Mortalita in uccelli sinantropici che coinvolge2® individui
Probabile o )
entro un raggio di 10 Km da una zona umida

- Mortalitd osservata anche in cani, gatti e camisgelvatici

come volpi o rapaci

- Un singolo uccello trovato morto in un’area urbaal di
fuori delle rotte migratorie

Improbabile - Un singolo uccello non appartenente alle specieakio
rischio trovato morto in una localita qualsiasi

- Mortalita solo in uccelli (song birds), né anatié rapaci

Tab. 4 - Probabilita di identificazione di un casasitivo in allevamenti rurali

- Mortalita in molti polli domestici nella stesseea (> 20)
Altamente o o . . )
} - Mortalita in diverse specie di volatili domestimbmpresi
probabile
anatre e/o oche
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- Coinvolgimeno di diversi allevamenti con alta tadita (>
50%)

- Un allevamento con > 5 uccelli morti e alta raba (>
80%) con limitata possibilita di diffusione ad ralt
allevamenti

- Bassa mortalita ma stretto legame con altri casfermati
in pollame, uccelli selvatici 0 uomo

- Mortalita osservata anche in cani, gatti o carnigelvatici

come volpi o rapaci

- Diversi allevamenti coinvolti ma mortalita < 50%
- Singolo allevamento infetto con meno di 5 ma $05@egli

uccelli morti entro un breve arco di tempo e unatefo

Probabile N ) )
probabilita di introduzione del virus
- Singolo allevamento infetto con meno di 5 ma $08fegli
uccelli morti entro una settimana
- Uno o due uccelli morti e mortalith < 50% senpatatti
con uccelli malati o selvatici né recente introduz di

) animali vivi in allevamento
Improbabile

- Mortalita osservata diversi giorni prima senza ah sia
stata diffusione ad allevamenti vicini in assenzenure di

protezione

Tab. 5 - Probabilita di identificazione di un camasitivo in allevamenti commerciali

Altamente - Mortalitd > 10% in 24 h con segni di malattiaaitri uccelli
probabile compatibili con HPAI
Probabile - Mortalita 2-10% in 24 h

) - Capacita di ingestione di cibo e acqua ridotta2086 per
Improbabile

un giorno, o mortalita del 10% per 2 giorni
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Un sistema di controllo efficiente per influenzazee HPAI dovrebbe comprendere

diverse fasi di allerta e risposta in relaziore altuazione epidemiologica che ci

si trova ad affrontare:

“tempo di pace”. HPAI non é presente in nessun €ammfinante o
partner commerciale. Le azioni da intraprendere premdono:

I'elaborazione di un quadro legislativo specifiGdbomantenimento di un
livello base di formazione degli operatori e dpaeita diagnostica dei
laboratori; il monitoraggio continuo della situazé epidemiologica
internazionale; la programmazione di corsi di aggamento per i servizi
veterinari a cadenza almeno quadriannuale.

“allerta internazionale”: il virus HPAI viene idefitato in Paesi confinanti
o0 partner commerciali. Le azioni da intraprenderemgrendono:
aggiornamento e diffusione della definizione di acaagli operatori

coinvolti; implementazione delle misure di bioskezza in popolazioni,
compartimenti e aree a rischio; miglioramento @#icienza diagnostica
dei laboratori e della rete di connessione corbodatori internazionali di
referenza; formazione ed allerta dei veterinari ghigb e privati, in

particolare per quanto riguarda le corrette moaalit conferimento dei
campioni; fornitura a livello locale del materialecessario alle attivia di
campionamento.

“caso sospetto” : i rilievi clinici, anatomo-patgiaci o i risultati dei test di
laboratorio coincidono con la definizione officiale “caso”. Le azioni da
intraprendere comprendono: immediata allerta deiigeveterinari e dei
laboratori; campionamento e conferimento dei campéb laboratorio di

riferimento; blocco della movimentazione degli aalm | laboratori

dovranno in prima istanza escludere la presenzaws HPAI, in seguito
ricercare altre malattie contagiose con segni alisovrapponibili (ad
esempio la Newcastle disease), ed in ultimo didgrare la causa di
malattia/mortalita.
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= “caso confermato” la diagnosi di laboratorio conia la presenza di
HPAI. Le azioni da intraprendere comprendono: idieazione di aree
infette e di aree di sorveglianzatampig out disinfezione; notifica
internazionale; indagine epidemiologica; sviluppo who schema di

sorveglianza.

4.1.4 Lasorveglianza in Europa

Dal 1961 quando é stato segnalato il primo isolameh virus aviari ad alta
patogenicita (HPAI) in uccelli selvatici in Sud Afa, ormai quasi 45 anni fa, e da
guando in relazione all'epidemia di H5N1 HPAI inidsono stati riportati con
maggiore frequenza casi H5N1 HPAI negli uccellivagti, le segnalazioni di
infezioni da HPAI nelle popolazioni selvatiche smstate estremamente limitate e
collegate a focolai nel pollame domestico. Invedall'inizio dell’epidemia da
H5NL1 in Asia le segnalazioni di infezioni da questdtotipo negli uccelli selvatici
sono diventate sempre piu frequenti.

La finalita principale della sorveglianza negli alficselvatici condotta nell’Unione
Europea prima dellemergenza dellepidemia da HS5NPAI in Asia era
I'identificazione dei virus LPAI sottotipi H7 e HShe, infettando il pollame,
potevano potenzialmente portare allo sviluppo dis/ad alta patogenicita.

La prima indagine ufficiale dellEU (al tempo congpa@ da 15 Stati membri)
sullinfluenza aviare negli uccelli selvatici & tacondotta su base volontaria a
seguito della Decisione della Commissione 2002/689/benché la sorveglianza
sugli uccelli selvatici era in essere prima di &lon diversi Stati membri. In
quell’anno 11 Paesi parteciparono all'indagine sego le linee guida dell’'Unione
che indicavano un monitoraggio mirato per un 70% agatidi migratori, per un
20% a limicoli ed il restante 10% ad altre spedie. scopo di un piano di
sorveglianza cosi strutturato era quello di sugwerun sistema di pre-allerta per

I'introduzione del virus negli allevamenti di paite, nonché di implementare le
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conoscenze sulla reale gravita della minaccia teatstidall'influenza aviaria per la
salute degli animali.

Nel 2005 ¢ stata adottata dalla Commissione eurapacisione 2005/464/CE che
rivedeva le linee guida esistenti aggiungendo igiteraccomandazioni, come la
necessita di focalizzare il campionamento sugliellicanigratori nel periodo
autunno-invernale. A causa dell'evoluzione delllepiia H5N1 in Asia, € stato
deciso di intensificare la sorveglianza sugli ukceélvatici con una modifica
contenuta nella decisione 2005/726/CE, che riptinree guida piu specifiche
riguardo la sorveglianza attiva e passiva, ed ymraeio basato sul rischio che
individua le specie di uccelli selvatici a piu aftschio sulla base della loro origine,
delle rotte migratorie, e della probabilita di cattd con il pollame domestico.
Inoltre si indirizza il campionamento nelle aree atjgregazione dell’avifauna
migratoria, in prossimitd di allevamenti di pollanee situate lungo le rotte
migratorie. In quest’occasione e stato compilata lista provvisoria di 15 specie di
uccelli selvatici che presentano un rischio piuvale di esposizione ai virus
influenzali, destinata ad essere aggiornata negli auccessive alla luce di nuove
prove scientifiche, ed introdotta la modalia di ggmmamento da uccelli trovati
morti.

Con l'adozione della decisione 2006/101/CE, ndbii@lo 2006, la sorveglianza dei
volatili selvatici, fino ad allora condotta su bas#ontaria, diventa obbligatoria. La
decisione conferma le linee guida per la sorveghadescritte nella decisione
2005/464/CE, ed afferma Iinapplicabilita della weglianza sierologica negli
uccelli selvatici.

Nel 2006, la raccolta di informazioni € stato amfalied organizzata consentendo
un‘analisi piu dettagliata rispetto agli anni paati. Inoltre, € stato istituito un
Gruppo di lavoro europeo per la sorveglianza délienza aviaria in uccelli
selvatici con lo scopo di discutere i risultati @éno di sorveglianza e migliorare
I'analisi dei dati, cosi da fornire informazionil®pidemiologia dell'infezione e di

conseguenza indirizzare la sorveglianza su spemieesbersaglio.
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Nel maggio 2006 la European Food Safety AuthoiilyA) ha prodotto un elenco
aggiornato delle specie a rischio (EFSA, 2006, dmnio della Commissione
SANCO/10268/2006 Rev.5).

La selezione e stata effettuata tra tutte le spetigratorie, appartenentlle
famiglie Anatidae e Charadriformes presenti in Europa almeno per un periodo
dell'anno. Nella costituzioneéell’algoritmo necessario per lidentificazione leel
specie sono state prese in considerazmaratteristiche comportamentali ed eco-
etologiche che potessero fungere da fattori dhrescin unaprima fase sono state
considerate potenzialmente a rischio tutte le gpebie dimostrassero un certo
grado di incontro e unione con altre specie, etandenza gregaria nel corso della
migrazione e degberiodo di svernamento. Successivamente sonoistdtise nella
lista specie che non riconoscessemme habitat elettivo zone marine, litorali
costieri e saline, in quanto, in questo caso,sthio dientrare in contatto con
pollame risulta piuttosto basso. L'ultimo filtro @lrato alla selezioneonsiderava

il passaggio degli uccelli attraverso zone extreopee in cui si siano verificati
focolai sostenuti dall’ H5N1. In Appendice | sono riportdéetabelle relative al
risultato della selezione.

L’elenco, non esaustivo, € destinato unicamentedeviduare le specie migratorie
che possono comportare un rischio piu elevato sbtpwofilo dell'introduzione
dell'influenza aviaria nella Comunita, in ragionei doro modelli migratori che
interessano zone in cui si é registrata 'HPAItatgqio H5N1, nel pollame o nei
volatili selvatici. Si fonda sul parere scientificelativo agli uccelli migratori e al
loro possibile ruolo nella diffusione dell'influeazaviaria ad alta patogenicita,
adottato il 12 maggio 2006 dal gruppo di esperterddici sulla salute e sul
benessere degli animali del’EFSA e sui lavori aattiddal comitato ORNIS e da
consulenti esterni della direzione generale dellbdente della Commissione
europea, e anche sulla base dei risultati dellatazione dei rischi.

In Appendice | viene inoltre riportato I'elenco @ekpecie di volatili selvatici che
vivono in prossimita del pollame domestico, quimpditenzialmente in grado di
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trasmettere il virus H5N1 al pollame attraversoatitil selvatici infetti in forma
asintomatica («specie ponte»). Anche questo elsnéanda sul parere scientifico
relativo agli uccelli migratori e al loro possibil@olo nella diffusione dell'influenza
aviaria ad alta patogenicita, adottato il 12 magg@®D6 dal gruppo di esperti
scientifici sulla salute e sul benessere degli afiioel’lEFSA e sui lavori condotti
dal comitato ORNIS e da consulenti esterni deltazibne generale del’ Ambiente
della Commissione europea. La direzione generdlddwiente ha, in particolare,
incaricatoWetland internationale EURING di esaminare, aggiornare e ampliare
I'indagine peliminare sulle specie e sui siti a plto rischio alla luce dei focolai di
H5N1 manifestatisi in Europa, e di individuare elspecie di volatili ad alto rischio
che potrebbero agire quali «specie ponte» tra atifokelvatici e il pollame e/o

'uomo in varie parti d’Europa.

La metodica e l'efficacia dei diversi programmisdirveglianza condotti negli SM

sono molto diversificati per differenze nel metoddi campionamento,

nell'importanza relativa della sorveglianza attigpetto a quella passiva come nel

numero effettivo degli uccelli campionati. Le disi#a riscontrate nei programmi e

la registrazione di dati aggregati possono avere motevole impatto

sull'inerpretazione dei risultati. In linea generabegli Stati membri sono stati

attuati tre tipi di sorveglianza degli uccelli satiei:

= sorveglianza attiva, focalizzata sulla cattura diatili vivi, la maggior parte
delle volte mirata su specie e/o aree ad altoinsch

= sorveglianza passiva, incentrata sul monitoraggibadimento della morbilita e
della mortalita;

= sorveglianza di animali sentinella, il piu delldtecutilizzando anatre allevate in

aree ad alto rischio sottoposte a controlli regolar
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4.1.5 Il piano di monitoraggio nazionale

Il sistema di sorveglianza nazionale per il comdrotell’'Influenza aviaria,
allineandosi con le linee guida elaborate in ambdmunitario, & stato rafforzato a
seguito dell’evoluzione della situazione sanitagkativamente ai casi di infezione
da virus dell'Influenza aviaria nel Sud Est asiatimonché a seguito del
coinvolgimento di alcune aree confinanti al temiio comunitario (Russia,
Kazakhstan, Turchia).

Infatti, gia a partire dal 2003 le Autorita sanigaveterinarie hanno intensificato il
monitoraggio nelle zone ad alta vocazione avicof@ggiormente a rischio di

contagio, per estendere nel 2004 la sorvegliariatail territorio nazionale.

Il Piano di monitoraggio per il controllo dell'Infenza aviaria predisposto di
concerto con il Centro di referenza per I'Influeraaaria (Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie) e I'ex Istituto Naziendella Fauna Selvatica, ora
Istituto Superiore per la Protezione e la Riceraabfentale (ISPRA), é stato
implementato a partire dal 22 settembre 2005 caa BGVA. VIII/33823 su tutto
il territorio nazionale al fine di garantire unangeglianza regolare sul pollame
domestico, con particolare riferimento agli allewari all’aperto free rangé¢ ed a

managemenpotenzialmente a rischio, nonché sui volatili agbi.

La sorveglianza sulle popolazioni selvatiche previédontrollo delle zone umide
del territorio nazionale individuate in base ad attenta analisi del rischio
(ubicazione lungo le rotte migratorie, alta denditallevamenti di pollame).
Le aree maggiormente interessate dal piano sorte stdividuate in base ai
parametri di seguito elencati:

= siti di svernamento del germano reale;

= aree densamente popolate (DPPA);

= regioni coinvolte nelle epidemie di influenza aiaar
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Gli obiettivi del Piano di sorveglianza dell'infloga aviare nei volatili selvatici
comprendono:
= Attuare un programma di sorveglianza attiva e pasgielle specie
migratorie (svernanti e di passo) ed in aggiuntéerspecie stanziali nidificanti
nelle zone umide del territorio nazionale.
= Determinare la prevalenza e le caratteristicheolgiohe dei virus influenzali

isolati dalle popolazioni campionate.

Al fine di individuare i fattori di rischio di intduzione dei virus influenzali nelle
popolazioni di volatili domestici in aree umide dtdrritorio nazionale, con
particolare riferimento a quelle delle regioni Vene Lombardia, che si sono
dimostrate ad elevato rischio di infezione, e ¢dshtificare e prevedere adeguate
misure di prevenzione, viene attivato un piano ddnitoraggio nelle specie
selvatiche durante le fasi di migrazione/svernaméatitunno/inverno).
Il piano di monitoraggio nazionale si basa sullgussti linee guidaoncordate in
ambito comunitario:
A. sorveglianza attiva su animali vivi 0 cacciati
= identificazione delle specie di uccelli selvaticiriachio in base ai flussi
migratori (origine e rotte), presenza in Europa assili contatti con la
popolazione avicola domestica,
= identificazione dei siti a rischio basata su pabtibdi contatti tra le varie
popolazioni di volatili selvatici in particolari @ a rischio, vicinanza con aree
densamente popolate di allevamenti (DPPA) e pasaiento sulle maggiori
rotte migratorie;
= identificazione della tempistica dei controlli irage alla stagionalita delle
migrazioni.
B. sorveglianza passiva su volatili selvatici ritrovatorti
La sorveglianza passiva dei volatili selvatici niadamorti deve concentrarsi:

= nelle zone dove si registra un’accresciuta incidetiella morbilita e della
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mortalita tra i volatili selvatici;

= nelle zone in vicinanza del mare, dei laghi e daisicd’acqua dove

vengono rinvenuti volatili morti, in particolare Ineaso in cui queste zone si
trovino in prossimita di allevamenti di pollame destico;

= sugli uccelli appartenenti alle specie consideraepiu alto rischio» e su

altri volatili selvatici che vivono a stretto cotttacon essi.

4.1.5.1 Schema e attuazione della sorveglianza

A. Sorveglianza attiva
Le principali aree di presenza degli anatidi sétvedul territorio nazionale sono
rappresentate dalle zone umide delle regioni: Péend_ombardia, Veneto, Friuli
Venezia Giulia, Emilia Romagna, Toscana, Puglia.q@anto riguarda la presenza
di allevamenti del pollame domestico le maggiomaantrazioni sono nelle regioni
Lombardia, Veneto ed Emilia Romagna. In queste ipeelievi verranno effettuati
nella Laguna di Venezia (Veneto), nella parte "eand" del Parco Nazionale del
Delta del Po, e nel bacino imbrifero del medio oaitsl Po (Lombardia).
Verranno inoltre identificate aree umide, particolante a rischio, presenti nel
territorio delle Regioni Veneto, Lombardia e EmiR@magna dove e presente una
popolazione di anatidi semi-stanziali che possa@appresentare un fattore di rischio
per il contatto con uccelli selvatici.
L'intensita di campionamento prevista e pari a 2B@vidui per il macro-areale
"Fiume Po" di cui 1000 in Veneto, 300 in Emilia Ragma e 200 in Lombardia.
Tale intensita di campionamento &€ adeguata peastita prevalenza del virus con
un prevalenza attesa pari al 2% (1.C. 95%: 1%-3®¢}.le altre aree si preleveranno
180 campioni che permettono di stimare la prevaeated virus con una prevalenza
attesa del 3% (I.C. 95% 1,5%-4,5%). | restanti dampverranno effettuati nelle
zone umide a maggior rischio che verranno idetiéicnelle zone colpite dalle
pregresse epidemie. In totale si effettuerannoaci&00 campioni per una
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suddivisione geografica come riportata precedeméneon la proporzione di cui
sopra per quanto riguarda le specie.

Il piano raggiunge la numerosita campionaria sitabénche avvalendosi di uccelli
abbattuti durante l'attivita venatoria in particelger le regioni: Puglia, Calabria,
Sicilia e Toscana. Per quanto riguarda le regiogil'Alto Adriatico (Emilia
Romagna, Veneto e Friuli Venezia Giulia) si cerca attenere lintero
campionamento previsto attraverso apposite caittuaémeno 4 siti specificamente

dedicati.

B. Sorveglianza passiva
Le linee guida comunitaria raccomandano che laegianza passiva mantenga alti
livelli di intensita. In particolare, sulla baselltsperienza effettuata in Italia, €
indispensabile escludere la presenza di H5N1 ini agividuo trovato morto
appartenente ai gruppi tassonomici:
a) Podicipedidae (Svassi)
b) Rapaci (diurni e notturni);
c) Ardeidi (Aironi)
d) Anatidae (Anatre, Oche e Cigni)
e) Rallidae (Folga, Gallinella d'acqua, Pollo subi&cc.)
f) Recurvirostridae (Avocetta e Cavaliere d'ltalia)
g) Charadridae (Pivieri e Pavoncella)
h) Scolopacidae (Limicoli)
i) Laridae (Gabbiani)

j) Sterninae (Rondini di mare)
Anche per soggetti appartenenti ad altri gruppisdgasmici sara comunque

necessario escludere la presenza di H5N1 tramitackeolta delle carcasse degli

uccelli rinvenuti morti.
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4.1.5.2 Raccolta ed analisi dei campioni

| prelievi, effettuati dall'ISPRA ex Istituto Naziale per la Fauna Selvatica con la
collaborazione del Ce.R.M.A.S., sono eseguiti neriquo primaverile, in
considerazione del rischio collegato ai flussi ratgri di ritorno dall’Africa, e nel
periodo autunno/invernale, con particolare attamziagli animali cacciati.

| prelievi nelle popolazioni stanziali (specie fliicknti) possono essere effettuati nel
periodo tra febbraio e agosto.

A tal proposito si e rivelata indispensabile I'aétzione di una stretta collaborazione
con le associazioni venatorie e con gli enti respbiii a livello territoriale.
Nell'ambito di tale campionamento devono esserdepati tamponi cloacali per
I'esecuzione dell’esame virologico prioritariamemtistribuiti per un 80% fra gli

anatidi, per un 10% fra i limicoli e per un res@fh0% fra altri uccelli selvatici.

| campioni raccolti sono costituiti in prevalenzatdmponi cloacali e sangue.

| campioni cloacali e orofaringei da sottoporresarae sierologico sono prelevati da
volatili allo stato libero apparentemente sanip8equalche motivo non é possibile
prelevare tamponi cloacali da volatili vivi, un@bativa puo essere data da
campioni di feci fresche raccolte con cura. Devdawa essere garantita la
tracciabilita in caso di siti frequentati da vasjgecie di volatili.

| tamponi cloacali e tracheali/orofaringei, e/anpioni di tessuto (in particolare di
cervello, cuore, polmoni, trachea, reni e integtishiovolatili selvatici trovati morti o
abbattuti devono essere prelevati per I'isolameledovirus e la diagnosi molecolare
(PCR). Occorre prestare particolare attenzionka roeinservazione e nel trasporto
dei campioni. | tamponi devono essere subito refat] con ghiaccio o con panetti
di gel ghiacciato e fatti pervenire al laboratodon la massima tempestivita. |
campioni non devono essere congelati a meno chenaid sia assolutamente
necessario. Se possibile, i tamponi devono essese ip un terreno di trasporto

antibiotico o specifico per virus in modo da essemnpletamente immersi.
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Collocare i tamponi in un terreno di trasporto éoparazione necessaria aggiuntiva
e non alternativa rispetto alla refrigerazioneassenza di un terreno di trasporto, i
tamponi devono essere nuovamente inseriti nei dorgenitori e spediti allo stato

secco. Se non e sicuro che il trasporto al labdoafmssa avvenire rapidamente
entro 48 ore (in un terreno di trasporto a 4 °C)campioni devono essere
immediatamente congelati, immagazzinati e succassnte trasportati in ghiaccio
secco. Una serie di fattori puo incidere sulla eovazione e sul trasporto dei
campioni; di conseguenza il metodo prescelto degere adatto allo scopo.

La raccolta dei campioni deve avvenire secondo tgueontemplato dal manuale

diagnostico per [linfluenza aviaria (decisione 2@35/CE) che stabilisce

procedure per la conferma e la diagnosi differdaziall'influenza aviaria.

Gli esami di laboratorio devono essere eseguitorsdc quanto contemplato dal
manuale diagnostico per l'influenza aviaria (demsi 2006/437/CE) che stabilisce
procedure per la conferma e la diagnosi differdazidell'influenza aviaria.
Tuttavia, qualora siano previsti esami non contatnplal manuale diagnostico per
l'influenza aviaria o non descritti nel manualel@E sugli animali terrestri, gli
Stati membri, nel presentare alla Commissione ibpgbo programma per
approvazione, devono contemporaneamente fornidabaratorio comunitario di
riferimento i dati necessari ai fini della convalid

Non appena possibile, tutti i campioni raccolti rpladro della sorveglianza
dellinfluenza aviaria nei volatili selvatici devonessere analizzati mediante
metodiche molecolari, se disponibili, e conformeteenl manuale diagnostico
(decisione 2006/437/CE). Questi esami devono egseguiti solo in laboratori che
siano in grado di garantire I'assicurazione quadit@éhe si avvalgano di metodi
riconosciuti dal laboratorio comunitario di rifeamto per linfluenza aviaria.
Inoltre i metodi utilizzati devono aver dato rigiitaccettabili nell’ultimo ring test
tra laboratori nazionali. Si raccomanda uno scregmiziale mediante PCR del
gene M, con test rapido dei positivi allH5 (da ggiee comunque entro due
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settimane); nel caso di un accertamento positivamwe effettuare quanto prima
I'analisi del sito di clivaggio per determinare passieda un motivo dell'influenza
aviaria ad alta patogenicita (HPAI) o dell'influenaviaria a bassa patogenicita
(LPAI). Se viene confermata I'HPAI H5, devono esseapidamente effettuate
ulteriori analisi per determinare il tipo N (ancbe cio serve solo ad escludere in
modo comprovato I'N1).

Nel laboratorio pud essere consentito raggruppammassimo cinque campioni
della stessa specie raccolti nello stesso sitdle sie@sso momento, purché si possa
garantire la possibilita di individuare e sottopomuovamente a test i singoli
campioni, nel caso di un accertamento positivo.

La sorveglianza sierologica non si applica alleagidi dell'influenza aviaria nei
volatili selvatici, in quanto le metodiche sieraldge non sono in grado di
distinguere tra ceppi ad alta patogenicita e ceppassa patogenicita e i risultati
relativi agli anticorpi non consentono alcuna deoloe circa il luogo in cui i
volatili selvatici potrebbero probabilmente aver niatto [linfezione. La
sorveglianza sierologica potrebbe tuttavia esseqgoitante per studiare in quali
specie di uccelli stanziali o migratori siano/fagsprevalenti (0 endemici) i virus
H5/H7. Tali analisi devono essere condotte soldattaratori specializzati che si
avvalgano di un gruppo di antigeni selezionato cama in modo da garantire
I'individuazione degli anticorpi specifici per I'emagglutinina (per eliminare cioe
I'interferenza da anticorpi anti-N specifici)
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PREMESSA

| due obiettivi prioritari della sorveglianza deifluenza aviare nelle popolazioni di
uccelli selvatici sono:

. una regolare sorveglianza di base di diverse speicieoltatili selvatici
nell’ambito del monitoraggio continuo della circalane di virus LPAI, focalizzata
sulle specie ad alto rischio;

. I'evidenziazione precoce del virus HPAI H5N1 ateeso I'indagine sui casi
di morbilita e mortalita nei volatili selvatici, noparticolare attenzione alle specie
ad alto rischio.

| metodi utilizzati si traducono in attivita di seglianza attiva, su uccelli
apparentemente sani catturati o abbattuti, e dvegianza passiva, attraverso
I'esame di uccelli rinvenuti morti o malati.

La valutazione dell’efficacia di una forma di soglianza rispetto all’altra e, non
meno importante, della reale fattibilita del piado monitoraggio “migliore”,
permette di convogliare gli sforzi di campionamenédla direzione che presenta il
miglior rapporto costi/benefici, ottimizzando lesorse umane e finanziarie
disponibili.

Attraverso un’analisi dei risultati finora ottenudal monitoraggio dell’influenza
aviare in ambito nazionale ed europeo ed uno stsdlibasi statistiche, supportato
dall'utilizzo di modelli matematici, dell’efficaciadella sorveglianza (attiva e
passiva) nell'avifauna selvatica, il presente siuditende definire le migliori
strategie di sorveglianza per una rilevazione mapiella circolazione del virus
dell'influenza nelle popolazioni di uccelli selvatidi passo e svernanti nel nostro

Paese.
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5.1 MATERIALI E METODI

5.1.1 Sorveglianza dell'influenza aviare nelle popolazioselvatiche.

Analisi dei risultati

5.1.1.1 Sorveglianza in Europa. Anni 2004-2007

Tra il 2003 e il 2004 un numero relativamente badsaiccelli selvatici furono
testati per Al in alcuni Stati dell’Unione: 3.828aelli nel 2003 da 11 Stati membri,
risultando 9 positivi per Al (nessun H5, sei pasiper H7); 8943 testati nel 2004,
risultando in 214 positivi, tra i quali 15 per HSette per H7.

Nel 2005, sono stati testati 47.232 uccelli, qu&siolte il numero di campioni
testati nel corso dell'anno precedente, con laepig@dzione di tutti i 25 Stati
membri. 165 campioni sono risultati positivi pesoittotipi H5/H7. Il sottotipo H5 &
stato trovati in 10 Stati membri e cioe: Danimafe@ancia, Germania, Grecia, Italia,
Lettonia, Paesi Bassi, Spagna, Svezia e Regno (Iddoke, Powell et al.).

Tra febbraio e dicembre 2006, sono stati esamingampioni provenienti da
120.706 uccelli, con una crescita di tre volte ettsp al 2005. Oltre meta degli
uccelli (55%) sono stati campionati tra febbraimazo 2006.

Nel corso dell’anno il focus della sorveglianzaasgato dalla sorveglianza passiva
(testando uccelli morti o malati) alla sorvegliarettiva ( testando uccelli vivi e
cacciati). Questo passaggio e probabilmente gicatif da diversi fattori quali la
focalizzazione della sorveglianza attiva alla mzgrae autunnale, la diminuita
mortalita di uccelli selvatici, e forse il calarelkattenzione dell'opinione pubblica
dopo il cessare delle epidemie da H5N1 HPAI. La@etuale di uccelli campionati
con la sorveglianza attiva € variata nei Paesi mietrd lo 0% della Repubblica
Ceca al 95% del Belgio.

| campioni sono stati raccolti da almeno 330 spetii 22 ordini. L'ordine piu
frequentemente campionato €& stato deglseriformes (53%) seguito dai
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Charadriiformes(10%). Del totale, il 51% erano specie ad altohisHRS) con
percentuali nazionali oscillanti tra il 4% (Bulgarie il 70% (UK). Le specie con la
piu alta percentuale delle popolazioni biogeoghaficampionate attivamente o
passivamente sono state il cigno re@ggnus oloy ed il cigno comuneQygnus
cygnu$ con oltre il 6% della popolazione di cigno rebtgannica ed il 2,3% delle
popolazioni di Europa nord-occidentale e central@gionate. Nessun altra specie e
stata campionata ad un tasso superiore all’1% g@elmlazione stimata. La specie
campionata in maggior numero é stata il Germa&ma¢ platyrynchgs con oltre lo
0,5% (24.297) della popolazione del Nord-Ovest Rarestata.

L’infezione da virus HPAI € stata rilevata in 748npioni (prevalenza 0,6%), le
positivita concentrate tra meta febbraio e la fiheaprile e collegate nella quasi
totalita al rinvenimento di uccelli morti o con gmi clinici di malattia. La maggior
parte delle positivita (62,7%) sono state evideezia specie di cigni, seguite da
anatre (16,2%), oche (4,4%), rapaci (3,9%) e adtiatili selvatici (12,8%).

Le infezioni da sottotipi diversi da HSN1 HPAI sostate rilevate il 1.613 uccelli
appartenenti ad almeno 61 specie (nessuna infoomazu specie nel 6.1% dei
casi) di dieci ordini in 18 Stati membri. LPAI smipo H5 € stato evidenziato in
136 campioni (8,4% dei positivi) e LPAI H7 in 26nagioni (1,6% di positivi).

In contrasto con i risultati ottenuti per H5N1 HRA& prevalenza per LPAI e
risultata piu alta nella sorveglianza attiva (utocdli o cacciati) piuttosto che in
quella passiva (animali morti o ammalati). Di tutcampioni positivi per LPAI,
I'82% erano uccelli catturati vivi o cacciati.

Comparabilmente con la prevalenza campionaria aievper H5N1 HPAI, la
percentuale piu alta di uccelli positivi per LPAbr® Anseriformes(2,2%,
1.427/64.487), seqguiti dai Podicipediformes (0,93%8,10). La maggior parte delle
infezioni da LPAI sono state rilevate con una sghamza attiva.

| Germani Anas platyrhynchgs che rappresentano un terzo del totale deglillicce
campionati, sono risultati positivi solo per un%.@li tutti i casi di HSN1 HPAI,
mentre contano il 61% delle positivita per viruBuanzali diversi da HSN1 HPAI.
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In tutto, solo lo 0.26% dei Germani campionatifehbraio e marzo e lo 0.3% dei
Germani campionati attraverso la sorveglianza passbno risultati positivi a
H5N1 HPAI. Tutti i 34 germani infettati con H5SN1 KPsono stati rinvenuti morti.

Per quanto riguarda le altre specie, con I'eccezidin39 cigni reali Cygnus oloy

in Polonia e di un gabbiano realeatus argentatusin Danimarca, tutti gli uccelli

positivi per HSN1 HPAI erano stati trovati mortnwalati. Al contrario, solo il 17%

(271/1613) degli uccelli risultati positivi per us dell’influenza A diversi da HSN1
HPAI furono trovati morti o dimostravano segni dalattia.

Nelle figure 12 e 13 sono riportati sotto formaguafici a barre i risultati delle
attivita di sorveglianza in termini di casi di pwgia per HPAI suddivisi per

settimana di campionamento e per specie.
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Fig. 12 - Numero di casi di positivita in volatiielvatici per HPAI (totale 748 casi)
segnalati dagli Stati membri allADSN suddivisi psgttimana/mese di campionamento
nel 2006 (febbraio-dicembre).
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Fig. 13 -Numero di casi di positivita in volatili selvatiper HPAI (totale 748 casi)

segnalati dagli Stati membri al’ADSN suddivisi ggrecie nel 2006 (febbraio-dicembre).

Nel 2007, nei 27 Stati membri dell'Unione europencsstati testati un totale di
79.392 uccelli selvatici. A differenza di quantovamuto nel 2006, quando i casi di
influenza aviare da virus H5N1 in uccelli selvasono stati segnalati in 14 Paesi,
nel 2007 gli incidenti da HPAIV sono stati segniagalo in 4 Stati membri, con una
precisa localizzazione spaziale e temporale. Ualdati 307 casi di HSN1 HPAIV
sono stati riportati da nove episodi in quattroRiepubblica Ceca (1), Germania
(298), Francia (7) e Polonia (1). Con l'eccezion&al casi in uccelli selvatici in
cattivita riferito dalla Polonia verificatesi nelase di dicembre, tutti gli incidenti si
sono verificati durante i mesi estivi tra giugn@agosto, al di fuori del principale
periodo di migrazione.

La maggior parte dei casi sono stati rilevati &grao il ritrovamento di cigni morti.
Con l'eccezione di uno cigno apparentemente samapionato comungue nella
zona di un focolaio, tutti i volatili infetti sorstati trovati morti (305) o mostravano
segni clinici al momento del campionamento (2). I&Germania
si e osservata elevata mortalita in svassi pic@@tidiceps nigricolliy e svassi
maggiori Podiceps cristatys In totale almeno 14 specie sono risultati pesil
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virus HPAI H5N1. Con l'eccezione di un tuffettdgchybaptus ruficollise una
cicogna bianca(iconia ciconig tutte le specie positive per H5SN1 HPAIV nel 2007
hanno presentato positivita anche nel 2006. | tasufiella sorveglianza nel 2007
suggeriscono che la presenza del virus HSN1 HPABSé il risultato di una nuova
introduzione piuttosto che di una circolazionewdrls a bassi livelli.

In primo luogo, il numero settimanale di casi dceiti selvatici nel 2006 cosi come
nel 2007, descrive delle curve epidemiche sepdif@the di una malattia infettiva.
In secondo luogo, I'analisi filogenetica ha dimastrche il virus trovato nel 2007 é
chiaramente differenziato da quelli associati a@denti focolai nel pollame e nei
volatili selvatici nell'Unione europea.

Nelle figure 14 e 15 sono presentati i casi da HBédnalati in Europa nel 2007

suddivisi per settimana/mese di campionamento @epeinvolte.
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Fig. 14 - Numero di casi di positivita in volatdielvatici per HPAI (totale 307 casi)
segnalati dagli Stati membri al’ADSN suddivisi pgettimana di campionamento nel
2007 (febbraio-dicembre).
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Fig. 15 - Numero di casi di positivita in volat#elvatici per HPAI (totale 307 casi)
segnalati nel 2007 dagli Stati membri al’lADSN sivikl per specie (febbraio-

dicembre).

Analizzando i dati di campionamento riferiti ai drgi Stati membri per I'anno 2007
si nota una ampia variabilita nel numero totaleainpioni raccolti per anno ed una
eterogeneita nella proporzione tra attivita di sghianza attiva e passiva. In 24
Stati (88% del totale) il tipo di sorveglianza dine conferito il maggior numero di
campioni risulta la sorveglianza attiva, con petgal variabili dal 53,1% della
Grecia al 97,5% del Belgio. Un solo Paese, la Rejed Ceca, ha attuato una
sorveglianza basata unicamente sulla raccoltagtjett morti o malati. Sul numero
di campioni raccolti nei Paesi europei, una percaetvariabile tra il 4,4% (Cipro)
e il 93,6% (Latvia) derivano da specie definiteattd rischio (HRS), con una media
europea pari al 57,2%. Per un dettaglio sui piancainpionamento attuati nei
singoli Stati membri si rimanda alla tabella ripa#t in Appendice IlI.

Il dato europeo riferito al 2007 restituisce, sathte dei 79.392 campioni esaminati,
una percentuale di campioni raccolti con la sonaegh attiva (soggetti abbattuti e
catturati) pari al 77,5% (n = 61.529) ed é parRh)7% (n = 17.228) la quota di
campioni riconducibili ad attivita di sorveglianpassiva; ammontano a 635 (0,8%)

i campioni per i quali non si conosce la modalitadatcolta. | dati esposti sono
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riassunti nel grafico di figura 16.

Il grafico riportato in figura 17 descrive le aitév di sorveglianza attuate in Europa
tra il 2006 e il 2007 (periodo febbraio-dicembmepiase al mese di campionamento,
riportando il tipo di sorveglianza (attiva, passisgonosciuta) e la sorveglianza
attuata su HRS in rapporto ai focolai segnaldtipolame domestico e nei volatili

selvatici.

2007

sorveglianza
i ——— T /5%
attiva

sorveglianza

sorveglianza tipo
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Fig. 16 - Numero e percentuale di soggetti camgidnaattivita di sorveglianza
attva e passiva in Europa nel corso del 2007. t@on

http://www.eurosurveillance.oyg
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Fig. 17 - Numero totale di uccelli campionati insbaa tipo di sorveglianza e mese nel

2006/07 (Fontehttp://www.eurosurveillance.oyg

5.1.1.2 Sorveglianza in Italia. Anni 2006-2008

| campioni esaminati sono stati in prevalenza tampdoacali e tamponi oro-
faringei/tracheali, in minor misura feci, organisangue. In molti casi, al fine di
aumentare la sensibilita del campionamento, somati sffettuati sullo stesso
soggetto sia tamponi tracheali che cloacali. | dampsono stati raccolti da
differenti specie appartenenti soprattutto all’osdi degli Anseriformi e dei
Caradriiformi catturati o abbattuti durante la natenattivita venatoria.

Il Centro di Referenza Nazionale OIE/FAO per I'iéhza aviaria, con sede presso
I'lstituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venez mette a disposizione sul

proprio sito fttp://www.izsvenezie Jti risultati dell’attivita di monitoraggio.

Tra ottobre 2005 e ottobre 2006 sono stati andlizpar la ricerca di virus HPAI
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H5N1 13.377 campioni, dei quali circa il 33% e na@ggentato da anatidi (catturati,
abbattuti e rinvenuti morti), il restante da vdlatelvatici di diverse specie abbattuti
o rinvenuti morti. Nessun campione € risultato fesiper virus HPAI H5N1.
L’anno successivo (stagione 2006-200¢ampioni esaminati sono stati 8118, dei
quali piu della meta provengono da anatidi selvatigrafico e la tabella in figura
18 rappresentano i dati appena esposti mettendofeoato il campionamento nelle
due stagioni.

Si osserva chiaramente come tra un anno e l'als@no notevoli differenze sia nel
numero totale di campioni esaminati sia nella cosipone del campione, in
particolare nel 2006/2007 sono diminuiti signifigatente i campioni prelevati da
volatili diversi dagli anatidi (principalmente ligoli, rallidi, laridi, ardeidi)
rinvenuti morti o abbattuti.

Non é stata rilevata la circolazione di virus ath gbatogenicita (HPAI) nei

campioni esaminati.

15000 ~
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2005/2006 2006/2007
W anatidi selvatici 4503 4141
w altri volatili selvatici 8874 3977
rinvenuti morti o abbattuti

w totale 13377 8118

Fig. 18 — Campioni raccolti nelle stagioni 200508006/07 provenienti da anatidi
e da volatili di altre specie
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Nel corso del 2007 sono stati esaminati 7.652 dtiggei quali 162 sono risultati
positivi in Real time RT-PCR o0 RT-PCR (2,1%) pewsiinfluenzali di tipo A. Nel
complesso, sono stati isolati, da volatili acquangratori e stanziali appartenenti
all'Ordine degli Anseriformi 47 virus influenzalilzassa patogenicita appartenenti a
17 differenti sottotipi (vedi tabella 6)

Non é stata rilevata la circolazione di virus ath gatogenicita (HPAI) nelle aree
campionate.

Il periodo con la maggiore intensita di campionataersulta il trimestre gennaio-
marzo, e nel periodo autunno-invernale (ottobrezmasi concentrano oltre il 65%

dei campioni totali (come riportato in figura 20).

Tab. 6 — Specie positive all'isolamento viraleo#cipi virali isolati nel 2007

Specie Soggetti positivi
CIGNO REALE 1 (H3N8)
(Cignus oloj
FISCHIONE 2 (H6NS5)

(Anas penelope

35 (H3N8, H5N2 LPAI,
H1N1, H7N3 LPAI, H10N1,

GERMANO REALE H11N9, H10N7, H5N3 LPAI,

(Anas platyrhynchgs HI9N2, H2N3, H2N5, H2NS6,
H3N1, H4N6, H5N8 LPAI,

H7N1 LPAI)

MARZAIOLA 1 (H4ANG)

(Anas querqueduja

GABBIANO COMUNE 1 (H13N8)

(Larus ridibundu}¥

CIQNO NERO 2 (H5N2 LPAI)

(Cignus atratup

ALZAVOLA 3 (H1N1, H2N3)

(Anas creccp

MESTOLONE 3 (H7N3 LPAI, H4ANG6)

(Anas clypeath

Totale 48
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Nel corso del 2008 sono stati raccolti campioniddd83 soggetti di 119 specie
appartenenti a 14 Ordini A¢cipitriformes, Anseriformes, Charadriiformes,
Passeriformes, Ciconiiformes, Columbiformdsalconiformes Pelecaniformes,
Phoenicopteriformes, Procellariiformes, Galliforme&ruiformes, Strigiformes,
Coraciiforme3. Di questi, 126 sono risultati positivi per \8rinfluenzali di tipo A
(1,9%)

Tra i campioni positivi per virus influenzali 2 smmisultati positivi per il sottotipo
H5 (1,6%) e 4 per il sottotipo H7 (3,2%). | sofpotvirali predominanti sono
risultati essere H1, H4, H6 e H7, rappresentand®@8#o di tutti gli isolati. Le
positivita sono state riscontrate nelle provincé-eirara, Gorizia, Padova, Rovigo,
Brescia, Cuneo, Pavia, Venezia.

Come gia emerso negli anni precedenti il Germabov(@is isolati), I'Alzavola (4
virus isolati), il Fischione (2 virus isolati) e Mestolone (2 virus isolati) sono le
specie che continuano a confermarsi i principatba®i per questa malattia, in
particolare il germano (74% degli isolati), comgoritato nella tabella 7.

Non é stato isolato nessun virus ad alta patogenici

Tab. 7 — Specie positive all'isolamento viraleo#aipi virali isolati nel 2008

Specie Soggetti positivi

FISCHIONE 2 (H6NS)
(Anas penelope

25 (HINI, HIN2, H7N3 LPAI,
GERMANO REALE H10N4, HON2, H2N3, H2N3,
(Anas platyrhynchgs

H4NS8, H4N6, H7N1 LPAI)
4 (HIN1, H7N1 LPAI, HANS,

ALZAVOLA

(Anas crecca H12N5, HEN2)
MESTOLONE 2 (HIN3, H10N7)
(Anas clypeath

ANATRA 1 (H3N6)
(Anassp.)

Totale 34
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Il maggior numero di campioni e stato raccolto démeli abbattuti durante la
stagione venatoria e da animali catturati vivi sersmtomi clinici riferibili a
influenza aviaria durante le operazioni di inamal#to, cosi che i campioni
raccolti con attivita di sorveglianza attiva rapgeetano piu del 90% dei totali (vedi
figura 19).

U] | —— 1:8%

abbattuti [ 496%

trovati
8,6%
morti/feriti ;|

0 500 1000 1500 2000 2500

Fig. 19 - Composizione del campione esaminato 0@82

Come gia osservato per il 2007, gran parte dei @ampiu del 68%) derivano
dalle attivita di sorveglianza svolte nel periodatuenno-invernale. Mettendo a
confronto il 2007 con il 2008, si nota come nel 08 dimensione totale del
campione si sia quasi dimezzata rispetto all'anrecgdente, con le piu grosse
differenze nei periodi gennaio-marzo e luglio-gettee. In figura .... € riportato il
risultato del campionamento sia come numero di c@mpotale per trimestre sia
come numero di campioni raccolti ogni giorno, seenpguddiviso per periodi

trimestrali.
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Fig. 20 - Campioni totali (a) e campioni/die (bydivisi in base al periodo

di raccolta. Anni 2007 e 2008 a confronto.

Confrontando la proporzione di sorveglianza passaeh attiva nei tre anni

considerati si assiste ad una costante predomirggizzampioni raccolti attraverso
attivita di sorveglianza attiva, ed una variabilit@derata tra un anno e l'altro, piu
spiccata tra il 2006, quando la quota di campigovenienti da animali malati e
morti ha raggiunto il 26,9%, e gli anni succesddal 2006 al 2008 la proporzione

di campioni raccolti attraverso la sorveglianzadvatte andata progressivemante
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aumentando (dal 73,1% del 2006 al 91,4% del 2q6&)ure 21a, 21b e 21c).

sorveglianza
passiva

sorveglianza
attiva

sorveglianza
passiva

sorveglianza attiva
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c
Fig. 21 - Numero di campioni e relativa percentuasecolti con

sorveglianza passiva e attiva nel 2006 (a), 20p@ @D08 (c).

5.1.2 Studio sui tassi di rilevamento dell'infezione

Viene descritta la metodica impiegata per confr@ntau basi di calcolo
deterministiche I'efficacia delle diverse forme shrveglianza e campionamento
utlizzate. Tale analisi preliminare viene condgita effettuare una prima verifica
su basi statistiche dell’efficienza dello sforzongaonario profuso nel corso delle
attivita di monitoraggio in Italia ed in Europatrel che per ottenere indicazioni utili
all'allestimento del modello matematico, fase sgeom dell’elaborazione. Per
procedere ai calcoli, € necessario definire a plagorevalenza attesa dell'infezione
nelle popolazioni di volatili selvatici, e i tasgiornalieri di campionamento
mediante cattura o abbattimento di animali appareahte sani e di mortalita.
Utilizzando dei tassi giornalieri di abbattimentattura e mortalita e riferendoli alla
prevalenza virale attesa si ottengono dei tassingi®ri di evidenziazione di
almeno un individuo positivo, che possono esserdraotati tra loro per una

valutazione oggettiva e matematicamente valideadektodica di campionamento
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piu efficace in diversi quadri epidemiologici.

Sono stati analizzate due condizioni: l'infeziorsevirus LPAI, caratterizzata da un
andamento endemico nelle popolazioni selvaticheurta prevalenza pari al 5%
(dato riferito alla prevalenza da sottotipo H5 ierfani reali, De Marcet al,
2004) e da assenza di sintomi clinici; I'infezioda virus HPAI H5N1, la cui
epidemiologia nei volatili selvatici € in gran gatuttora sconosciuta, in base ai dati
disponibili puo ragionevolmente essere carattet&zgda una prevalenza virale pari
al 2%, da un andamento epidemico e da un tassetalitd pari al 50% entro 4
giorni post-infezione (p.i.). Le informazioni sul&ulenza da virus H5N1 in specie
selvatiche derivano da studi sperimentali nei q@drmani infettati con il virus
isolato nel 2002 hanno mostrato alta morbilita etaliba, presentando sintomi di
malattia entro 3 giorni p.i., € una letalita pari58% entro 4 giorni p.i. (Sturm-
Ramirez et al, 2004). Mancano invece dati validi riguardo la rtalita in
condizioni di campo. La decisione di definire pkpiesente studio un tasso di
letalita pari al 50% in 4 giorni, quindi, risultmapprossimazione in considerazione
del fatto che i virus H5N1 isolati dagli ultimi eyeidi epidemici sono il risultato di
una mescolanza eterogenea e complessa di divéosipp&Chenet al., 2006), e che
in natura la parziale copertura immunitaria formdtdla presenza di anticorpi per i
virus LPAI H5 puo dar luogo a infezioni subclinicleea tassi di letalita ridotti
molto piu spesso di quanto non si sia osservate imdezioni sperimentali.

| dati utili a definire il tasso giornaliero di adtimento e di cattura degli anatidi
selvatici sono ricavati da fonti bibliografiche alltanalisi dei dati di sorveglianza
per gli anni 2005-2008 (dati Piano Nazionale di Managgio 1ZSVenezie), come
dalla letteratura e ricavato il parametro demogmafelativo alla mortalita naturale
(Cramp e Simmons, 1977; Hammaatkal, 1976; Kalchreuer, 1996; Mihelsenal,
1982). | tassi utlizzati nell’analisi sono ripoitat tabella 8.

Il periodo considerato a rischio per I'introduziotell’influenza aviare in Italia ed
in generale nel bacino del Mediterraneo € comptesgiugno e febbraio, quindi i
calcoli sono stati effettuati per un arco tempopad a 270 giorni.
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Tab. 8 - Valori utlizzati nel calcolo dei tassi gialieri di rilevamento dell'infezione

Denominazione Valore Tasso giornaliero
Tasso di prelievo venatorio 40% in 270 gg 0,0015
Efficacia di cattura 25% in 270 gg 0,0009
Mortalita naturale 30% in 270 gg 0,0011
Tasso di letalita 50% in 4 gg 0,125

Moltiplicando il tasso giornaliero di campionamenger la prevalenza attesa per
I'infezione si ottiene un tasso giornaliero di vidzione di positivita tra i soggetti
campionati. Ad esempio, il tasso giornaliero dnitiicazione del virus LPAI tra gli
uccelli abbattuti nel corso dell’attivita venatoriaulta uguale al tasso giornaliero di
abbattimento (0,0015) moltiplicato per la prevakeattesa per LPAI (0,05), quindi
0,0015 * 0,05 = 0,000075, definito come tasso tkzione negli uccelli abbattuti.
Con questa metodologia di calcolo abbiamo ricavatassi di infezione per le
diverse metodologie campionarie considerate, nsb agell’infezione da virus a
bassa e alta patogenicita. | tassi ottenuti soaib @dnfrontati ricavando gibDDS
ratio per ciascuna forma di campionamento, ed ottenémgoobabilita relative di
successo delle diverse metodiche campionarie.

L'ODDS ratioe un metodo statistico che permette di calcolamapporto tra le
frequenze osservate; un valore pari a 1 indicss€aza di associazione tra le due
guantita messe a confronto, un valore superioreéngita un’associazione positiva
(la grandezza al numeratore ha una probabilita meggli verificarsi di quella al
denominatore), il caso e opposto per un valoreriofe a 1.

Il passo successivo € stato quello di rapportéaedi ottenuti alla numerosita della
popolazione oggetto della sorveglianza, fissataO®QaD individui, per chiarire

meglio il significato dei risultati ottenuti.

139



5.1.3 Modello matematico

Sono stati allestiti modelli matematici per simelda dinamica dell'infezione da
virus dell'influenza aviare a bassa e ad alta patazta H5N1 nelle popolazioni di
volatili selvatici con lo scopo di verificare e Eppare i risultati ottenuti con nella
prima fase dello studio. In particolare, risultadiaparticolare utilita applicare le
metodiche di campionamento gia considerate netaagirecedente allandamento
dell'infezione nell'arco di tempo considerato neplepolazioni ospiti, valutando
non solo in termini qualitativi ma anche in termmumerici la convenienza e
I'efficacia delle varie forme di sorveglianza. Itifal ricorso alla modellizzazione

permette di analizzare i risultati puntuali otterda semplici calcoli matematici su
una scala temporale che vede il modificarsi dedlaststenza dei diversi comparti di
recettivi, infetti e immuni.

Prima di descrivere in dettaglio i criteri impiegaier costruire il modello

matematico, & necessario fare cenno ad alcuni tonfmamentali della

modellistica e della dinamica di infezione.

5.1.3.1 | modelli matematici applicati all’epidemiologia dle malattie della

fauna selvatica

Uno specialista della fauna selvatica che desideti@nere un campione

significativo di animali da una popolazione pemuate una sorveglianza dovrebbe
iniziare dal sintetizzare le conoscenze sulla lgi@alella popolazione oggetto della
sorveglianza e sull’epidemiologia della malattia. gratica, uno studio pilota &

raramente possibile, ma i ricercatori possono a&rsadell’'uso di simulazioni per

rappresentare le caratteristiche di una popolazoneavare le proprieta delle stime
ottenute in vari programmi di sorveglianza. Il poinpasso, quindi, consiste
nell’elaborazione di un modello di dinamica di paone e nellassegnazione
dello stato di malato/sano a ciascun individuo.
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Un modello matematico puo servire in alcuni casitarpretare in modo qualitativo

il fenomeno che si osserva, in altri quando lat&ira del sistema biologico e ben
delineata ed i dati sufficientemente precisi hasd¢opo di prevedere I'andamento
quantitativo del fenomeno ed infine vi sono modegliedittivi, che cercano di

risolvere i problemi che possono intervenire.

I modelli matematici di tipo descrittivo cercano sintetizzare le informazioni

disponibili su un determinato processo, senza oerdiaspiegare il meccanismo su
cui il processo & basato. Un modello interpretaftmonula alcune ipotesi circa il

processo che si sta studiando e fornisce le corseguogiche. Infine i modelli di

tipo predittivo tentano di conoscere la risposthsitgema i cui effetti non possono
essere osservati direttamente.

Riportiamo il punto di vista di G.F. Gause, bioladg sempre interessato ai modelli
matematici:

“Non c'é dubbio che un problema biologico deve esseolto per mezzo di

sperimentazion e non al tavolo di un matematicataiia per penetrare piu a

fondo la natura di questi fenomeni, e indispengabiiombinare il metodo

sperimentale con la teoria matematica, una possibithe si & potuta creare

attraverso gli studi di brillanti ricercatori. La a@mbinazione del metodo
sperimentale con le teorie di tipo qualitativo esdettivo € uno dei piu potenti

strumenti a disposizione della scienza contemp&ane

La matematica ha quindi grandi ed interessanti naadita di applicazione, ma

spesso il problema in esame pu0 essere estremarcemglesso ed e quindi

necessario semplificarlo notevolmente per ottemacalelli su cui sia possibile

applicare con successo gli strumenti matematici. dquesto processo di

semplificazione €& necessario individuare, fra ghpetti del problema quelli

essenziali che caratterizzano il fenomeno, seqgali il modello potrebbe risultare

non aderente alla realta.
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Basandosi sulla situazione epidemiologica di ungofazione € possibile,
avvalendosi dell’'utilizzo di modelli matematici,ntare di descrivere le modalita
secondo le quali una infezione si diffonde all'mie di una comunita di ospiti e
comprendere gli effetti dell'impatto dell'infeziorsulla popolazione in termini di
sopravvivenza, riproduzione e struttura della papioine (Wobeser, 1994).

I modelli matematici sono suddivisi in determirggtidove non interviene il caso, e
stocastici, nei quali si tiene conto del fatto @leuni meccanismi di evoluzione
possono essere influenzati da variazioni casuain epiesti ultimi intervengono in
modo consistente gli strumenti e gli argomential@koria della Probabilita

Modelli matematici di tipo deterministico non pemtoao di predire con esattezza
I'andamento futuro di un’infezione (Anderson e M&992), perché anche i modelli
piu complessi sono il risultato di una semplifica® eccessiva (Heesterbeek e
Roberts, 1995); consentono pero di venire a comascdi fattori che influenzano
una malattia, di relazioni esistenti tra i meccamische agiscono a livello
individuale, di ripercussioni a livello di popolame (Anderson e May, 1992), di
chiarire quali siano i parametri critici che infmno 'andamento dell'infezione e

di sperimentare eventuali misure di controllo (Hedseek e Roberts, 1995).

5.1.3.2 Dinamica di infezione

L’infezione da parte di parassiti € ubiquitaria gl animali selvatici (Wobeser,

1994) e studi teorici suggeriscono un ruolo dehpsitismo nella regolazione della
consistenza e nel mantenimento della diversita tgenéella popolazione ospite
(Anderson e May, 1978; Hamilton, 1982; O’Brien eeEwann, 1988), pur restando
scarse le conoscenze attuali sullimpatto delleattial infettive sulle popolazioni

selvatiche (Gulland, 1995).

Il successo di una infezione non dipende unicametda#la sopravvivenza

dell’agente causale ma dall'interazione di fattprali la sopravvivenza dello stesso,

la capacita di riprodursi e di trasmettersi, putedainando effetti dannosi sui
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propri ospiti (Hudson, 2002). L'impatto di un’infiene sulla popolazione dipende
sia da caratteristiche intrinseche al parassitéet{inita, contagiosita, virulenza,
resistenza ambientale) sia da quelle della popmiazi(densita, etologia della
specie, struttura della popolazione) (Anderson &,Ma78; May e Anderson, 1990;
Toft e Aeschlimann, 1991). Questi parametri possessere modificati da altri
fattori, quali il sovraffollamento, la competiziomgtraspecifica e interspecifica, la
malnutrizione, lintervento dell’uomo, il contattoon animali domestici, inverni
particolarmente rigidi; fattori che, interagenda ioro, complicano la dinamica
dell'interazione ospite-parassita e intervengonomeo fattori di rischio
nell'insorgenza della malattia (Wobeser, 1994; éndl, 1995). Soprattutto nello
studio delle infezioni della fauna selvatica riaalh inadatti e insufficienti i classici
postulati che semplificano con il rapporto caudeted l'interazione agente
infettivo-ospite.

La dinamica di trasmissione di un microparassitpedde sia dalla diffusione
dell'infezione in una popolazione che da processindgrafici attraverso cui la
popolazione nel periodo post-epidemico ritorna stidsle all’infezione (Hudson,
2002).

La dinamica di interazione di un microparassita lzopropria popolazione ospite e
spiegata attraverso un modello di tipo compartimlentl cui diagramma di flusso
puo essere cosi rappresentato:

dove:

S (t) = numero di recettivi di eta a, al tempo t;
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I (t) = numero di infetti di eta a, al tempo t;
R (t) = numero di immuni di eta a, al tempo t.

[ = coefficiente di trasmissione. Definisce la frazdstantanea di recettivi che, in
seguito ad un contatto con un infetto, acquisisdontezione nell’'unita di tempo.
E’ quindi un tasso caratteristico per ciascun agegudtogeno all'interno di una
popolazione e come tale di difficile valutazioner Poterlo calcolare € necessario
conoscere, in ogni istante ed esattamente, quamdi gli individui infetti e quanti i
recettivi, in una condizione dinamica di trasmissiaell’infezione, nell’'unita di

tempo e di spazio, in cui queste quantita variamaticuamente e quanti sono |

contatti traS el realmente utili al fine della trasmissione dellalattia.

O = tasso di guarigione: tasso istantaneo pro-capipassaggio dallo stato infetto

allo stato immune; definisce la frazione di infattie guariscono e passano negli
immuni nell’'unita di tempo. Il suo reciproco cop@de alla durata della malattia o
tempo di guarigione.

Il numero totale di ospiti di eta a, al tempo suita dalla somma delle tre classi:

NH=SwtH+Itr+R®

In termini matematici il numero di individui di daun compartimento viene
definito impostando una equazione differenzialéumzione del tempo per ognuno

dei tre compartimenti:

ds/dt = - Bl(HS()

dlydt = BSlt) - At
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dR/dt = d(t)

Ogni infetto trasmette I'agente patogeno ad una'drzeﬂ dei recettiviS. Il primo
comparto (recettivi) perde nell'unita di tempo wmrero di soggetti pari ﬁSI; il

secondo comparto (infetti) li acquista mentre pemgd®a frazione OR che

corrisponde agli animali che guariscono, a loraav@cquisiti dal terzo comparto

(immuni).

Un modello di questo tipo, estremamente sempliicathiede alcuni assunti di
base: nascite e morti naturali nella popolazion®dulanciate, cosi che il numero
di ospiti rimane costante; non si ha una mortalitditiva dovuta all'infezione.

Se ad esempio gli immuni tornassero recettivi d sempartimento degli infetti

perdesse animali che muoiono per l'infezione, lelagpni subirebbero queste

modifiche:

dS/dt = - S + R(t)

dR/dt = d - R

dove:
y= perdita dell'immunita,;

1/ y= durata media dellimmunita

Il tasso riproduttivo di bas®&, misura il massimo potenziale riproduttivo di un

parassita tra una generazione e la successivaarpopolazione ed € un utile ed
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importante parametro, nell’epidemiologia degli aalinselvatici, per valutare se un

parassita sia in grado di diffondere in una popota ospite (Hudson, 2002):

=N/ (a+v+u)dove:

p = coefficiente di trasmissione;

N = popolazione ospite;

o = mortalita dell'ospite dovuta al parassita;
» = tasso di guarigione;

y = mortalita naturale.

Il tasso riproduttivo di bas®, di un agente patogeno in una popolazione ospite
rappresenta il numero medio di infezioni secondahe si producono quando un
infetto viene immesso in una popolazione totalmergeettiva N (Dobson e
Hudson, 1995). Se il numero di individui che divaerd infetti € compensato dalla

comparsa, per nascita, immigrazione o perdita idetfunita, di nuovi individui

recettivi e I'infezione produrra, in media, un cascondario, il tasso riproduttivo

effettivo del patogeno sara uguale &3 € 1) (Anderson e May, 1992).

Perché linfezione possa persistere nella popotezi®) per definizione deve

essere > 1.
L’introduzione di pochi individui infetti in una counita di recettivi non dara luogo

ad un evento epidemico se il numero di recettivi @superiore ad un valore critico
o valore soglia 7); tale valore corrisponde al numero minimo di indix

recettivi necessario perché, all'introduzione @gjénte eziologico, si abbiano casi

di infezione secondaria.
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La condizione di esistenza e di persistenza dinfezione R, > 1) & quella per
cui la densita della popolazione ospite deve essaperiore al valore sogli&Nr,

quandoN > Nt (Thieme, 1992); il numero di individui infetti (&quilibrio) dovra
essere elevato, significativamente piu grande wiéth, tale che non risenta di
fluttuazioni stocastiche che impediscano la trasiore e il mantenimento
dell'infezione e portino la popolazione al di sottella densita soglia (Anderson e
May, 1992).

La forza di infezionel, in modelli matematici di dinamica di infezionappresenta
la probabilita nell’'unita di tempo che un individsoscettibile divenga infetto ed
equivale al termine epidemiologico classico di fi®nza” (Anderson e May,
1992); dipende quindi dal tasso di contgttamero medio di contatti, incontri tra
individui nell’'unita di tempo considerata), dalleopabilita che il contatto si realizzi
con un individuo infetto, e dalla probabilita chie verifichi, al momento del
contatto, la trasmissione dell'infezione.

Se un’infezione si trasmette per contatto direttauma popolazione di dimensione
costanteN, A & linearmente proporzionale al numero totale dividlui infetti

(Heesterbeek e Roberts, 1995):

A=A ()

Il parametro A esprime la relazione matematica esistente tra fatteaistiche
intrinseche dell'agente eziologico e quelle deligp@azione ospite e risente di tutti
quei fattori che caratterizzano I'ospite, qualsteuttura per classi di eta ed i contatti
precedenti con I'agente eziologico (Anderson e M&@1).

In un modello di infezione in cui la trasmissionel ghatogeno si realizza per
contatto diretto, il tasso di infeziond dipende dal numero di contatti nell’'unita di

tempo e quindi dalla densita dei recettivi e degétti.
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La costruzione di modelli di infezione che si bassulla densita, piuttosto che su
numeri assoluti, & preferibile per la immediata ressione della densita con la
legge della azione di massa. La condizione soiintta questo principio € che la
probabilita di contatto tra due individui nell’'uaiti tempo sia sempre la stessa in
ogni unita di spazio (Heesterbeek e Roberts, 1995).

La particolare formulazione in cai e proporzionale alla densita degli infetti viene
definita da de Jongt al. (1995) come vera azione di massa e la forzafelzione é

datada:

A=A/N

Se la forza di infezione viene definita unicameimetermini di dimensione del
compartimento di infetti parleremo di falsa aziatiemassa (Hudson, 2002) e la

formula per definirla é:

A=A

La descrizione di un modello epidemico dipende dene la trasmissione
dell'infezione é influenzata dalla dimensione dgl@polazione. In un modello che
riflette la vera azione di massa, il tasso riprtidatdi base € indipendente dalla

dimensione della popolazione; al contrario un miodeasato sulla falsa azione di
massa considerB, proporzionale adN, cosi che esista un valore Ni al di sotto

del quale I'infezione non puo realizzarsi (Huds?d0?2).

Per alcune popolazioni selvatiche, che estendomdint@mente i propri limiti
territoriali, la naturale unita che misura I'ecalglella popolazione é il numero di
individui per unita di area mentre per altre euhrero totale di individui; una volta
identificata la variabile rilevante e possibile sake come questa influenzi il tasso

di contatto (Hudsoret al, 2002). Aumentando la densita o la dimensionéadel
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popolazione aumentera il tasso di contatto. Uneimemto del tasso di contatto puo
verificarsi per aumento del numero di individuisasiendo che l'area occupata
dagli stessi rimanga costante, o per la formazraggruppamenti di individui (per
ragioni sociali, comportamentali o alimentari), @wsgndo che sia l'area che la
dimensione della popolazione rimangano costanteritrambi i casi & preferibile
applicare il modello di falsa azione di massa.

Al contrario, se la crescita della popolazione soamta ad un aumento sia del
numero di individui che dellarea occupata, il tassi contatto non ne risulta
significativamene influenzato (Hudsehal, 2002).

Modelli densita dipendenti che influenzano la nttaé la mortalita dell’'ospite
influenzano I'efficacia di differenti metodi di ctollo di un’infezione (Barlow,
1996). Quando il controllo di una malattia, in yrgpolazione di animali selvatici, &
finalizzato alla riduzione del rischio di infezioree all’eradicazione della stessa,
risulta importante valutare non solo la prevaledelinfezione nella popolazione
selvatica ma anche il numero effettivo di individhfietti che possono trasmettere la
malattia.

L’introduzione del concetto di frequenza dei posisibontatti realizzabili tra
individui di una stessa popolazione € legata alksybilita che la distribuzione degli
animali sulla superficie considerata sia ineguple, rimanendo costante la densita.
Perchéf3 descriva realmente I'andamento dell’infezione, alev essere valutati
diversi scenari biologici, corrispondenti a quatti@ di trasmissione dipendente
dalla densita e dalla frequenza in popolazioni uniccontatti siano omogenei o
eterogenei. La definizione df solo sulla base della densita non permette di
distinguere se una sua variazione dipenda dallaztane del numero degli ospiti 0
della superficie occupata dagli stessi; tanto phe walutare l'area realmente
utilizzata da una popolazione di selvatici risulp@oblematico; per esempio
raddoppiando il numero di animali non e detto chédoppi la densita, i nuovi

individui possono occupare spazi non utilizzagpracedenza dagli altri.
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5.1.3.3 Allestimento del modello matematico

Sono stati sviluppati due modelli matematici di giazione della dinamica di
infezione da virus LPAI e da virus HPAI H5N1, e sl essi applicato il
campionamento previsto dalla sorveglianza (attiy@assiva) dell'influenza aviare
nelle popolazioni selvatiche in Italia e Europa.

E’ stato allestito un modello matematico che sirasgéauna condizione di endemia
da virus LPAI, utilizzando i parametri d’infeziore demografici reperibili nel
lavoro di Gubertet al. (2007), e riportati in tabella 9. | parametri degrafici quali

il tasso di mortalita naturale e di reclutamentacscstati ricavati da fonti
bibliografiche (Cramp e Simmons, 1977; Hammatlal, 1976; Kalchreuer, 1996;
Mihelsonet al, 1982). La durata del periodo infettante e statsata a 14 giorni
(EFSA, 2005; Hinshawet al, 1980), mentre il calcolo del parametro
epidemiologico pit importante, il coefficiente dasmissionef, e stato possibile
sulla base dei risultati di un’indagine virologieasierologica sulla circolazione del
virus LPAI HIN1 in anatre catturate (De Mareb al, 2003; De Marceet al,
2004), dai quali risultava un valore medio dellioenza invernale pari a 25% (1.C.
95% 11,4-38,6). L'incidenza pro-capite pud ritenegguivalene alla forza di
infezione (1), che rappresenta la probabilita di un individucetévo di infettarsi.

Per un’infezione trasmessa per via diretta, il namé nuovi casi dipende dal

numero di recettivi e di infetti moltiplicato pdrdoefficiente di trasmissionel =

incidenza = [8SI . Calcolando il numero di infettil{ seguendo la tecnica di
Muench (1959), é stato possibile ricavare il valdet coefficiente di trasmissione

con la formulaf= A1 .

150



Tab. 9 - Parametri demografici e di infezione mtiiti nel modello
(Gubertiet al,, 2007)

Valore nel
Parametro

modello
Immunita 90 giorni
Mortalita naturale adulti 20% / anno
Mortalita nuovi nati 20% / anno
Tasso di reclutamento 3 / anno
Coefficiente di trasmissione 0,0002
Periodo infettante 14 giorni
Capacita portante 5000
Prelievo venatorio invernale 40%

Gli assunti del modello sono: il coefficiente daigmissione e costante; la durata
dell'immunita € almeno pari a 3 mesi; I'immunitargiete per tutta la vita
dell'individuo in una condizione di endemia; la pde-azione di massa € vera
(Gubertiet al,, 2007).

Utilizzando gli stessi parametri demografici riferalle popolazioni ospiti
coinvolte, e stato poi sviluppato un modello dieribne che simulasse
I'evoluzione epidemica dell’'infezione a seguitoltieiroduzione del virus HPAI
H5N1 in una popolazione selvatica recettiZansiderando che mancano studi
epidemiologici relativi all'infezione da virus HPAI5N1 nei volatili selvatici nel
bacino del Mediterraneo sono stati utilizzati gkssi parametri descritti per il
modello di infezione da virus LPAI, ed inseritantertalita indotta dall'infezione.
Come gia accennato nel capitolo precedente, ibtdsdetalita da virus H5N1,
mancando stime valide ottenute dagli episodi ditatibe in popolazioni a vita
libera, e stato ricavato da studi sperimentalitefégi su Germani reali (Hulse-
Postet al, 2005; Sturm-Ramireet al, 2005) ed é stato definito pari al 50% di

letalita entro 4 giorni dall'infezione.
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I modelli sono stati sviluppati su un arco temperdi 270 giorni, corrispondenti
al periodo compreso tra giugno e marzo, durargael avviene il passo e I'arrivo
nelle zone di sosta e svernamento della maggide gkaygli uccelli migratori, e
che di conseguenza é da considerarsi il periodechio per l'introduzione dei

virus influenzali.

Per ottenere una variabile utile alla valutazioa#efficacia delle diverse forme
di sorveglianza, e stata ricavata la variaBROBche rappresenta la probabilita
di evidenziare almeno una positivita tra i soggedtinpionati. Sono numerosi gli
studi che hanno come oggetto la probabilita divateento di infezioni nella
fauna selvatica (Moilanen, 2002; Gu e Swihart, 306anley e Lippman-Hand
(1983) nel loro lavoro attribuiscono un ruolo dissina importanza alla stima
del limite superiore dell’intervallo di confidenper il calcolo della probabilita di
rilevare una positivita per eventi rari, tra i qualpossono includere le infezioni
con livelli di prevalenza molto bassi (sull’ordidenumero di individui infetti per
1.000 campioni testati), com’e il caso dellinfezéo da virus influenzali
soprattutto in certi periodi dell'anno.

Per semplicita, si assume che il test utilizzaéo k& rilevazione del virus é
perfetto, vale a dire che ha sensibilita e spatifipari al 100%, e che soggetti
infetti e soggetti sani hanno la stessa probaliligssere campionati.

La probabilita di rilevamentaH) di eventuali individui infetti in un campion¥’

viene quindi calcolata sulla base della seguentadta:

P=1-(1-r)N
dove r é il tasso riproduttivo di base dell'infezione, chiene ricavato dal

modello per il periodo e la condizione epidemiotagspecificati. Naturalmente

pitl ¥ € piccolo, piu bassa risultera la probabilai rilevare un soggetto infetto
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per un determinato campione di dimensiddelLa metodica utilizzata e ripresa

da un lavoro sulla sorveglianza dell'infezione déb@dvirus nel lavoro di Gu e
Novak (2004).

Per valutare l'influenza dei parametri piu impotiasu tale probabilita, e stata
calcolata la sensibilita secondo la tecnica prapdstKeeling e Gilligan (2000). La
sensibilita misura i cambiamenti nella variabilealégzata conseguenti a piccole
modifiche del parametro testato, ed € uguale atBumuando la variabile e
proporzionale al parametro, assume valori elevaingo i cambiamenti della
variabile sono grandi rispetto a quelli del paramet si avvicina allo zero nel caso
opposto.

Per valutare l'efficacia delle attivita di sorvemiza in relazione allo sforzo
campionario profuso, € stata calcolata la varigbildella probabilita di
identificazione del virus nei soggetti campionatrapporto alle variazioni dei tassi
di prelievo venatorio e di cattura. L'influenza cpessono avere diversi sforzi
campionari sulla probabilitd di rintracciare glidiaidui positivi, e quindi
sull’efficacia delle attivita di sorveglianza, et valutata attraverso il calcolo della
sensibilita della probabilita di identificazioneldarus nei soggetti campionati a
variazioni del tasso giornaliero di prelievo vemetoe di cattura degli uccelli
oggetto del campionamento. La variabilita a cuispo® essere soggetti il tasso di
caccia e di cattura € stata ricavata dalla letiesatin particolare, e stato ipotizzata
una percentuale di prelievo con l'attivita venaodompresa tra il 20 e il 60%
(Kalchreuter, 1990), ed una variabilita dell’effita di cattura dal 5 al 35% (dati
INFS non pubblicati, 2004).

Infine, partendo dal calcolo del tasso giornalietlo evidenziazione della
circolazione virale ne periodo considerato, si eamficato anche in termini
temporali 'efficacia delle diverse forme di sorliegza in caso di endemia e di
epidemia, chiedendo al modello di calcolare il ten(gspresso in giorni) necessario

alla rilevazione di almeno un soggetto infetto isposta a variazioni della
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numerosita della popolazione oggetto della soraegh (per una percentuale di
campionamento pari al 2%, stima realistica delldetifa percentuale di
campionamento raggiunta dal piano nazionale di tocaggio) e della percentuale
di campionamento (in una meta-popolazione compdatd 0.000 individui). Per
definire le variazioni dello sforzo campionario idaerire nel modello ci si & basati
sull’analisi dei risultati del piano nazionale donitoraggio relativi agli anni 2006-
2008, resi disponibili dall’lstituto ZooprofilatticSperimentale delle Venezie (vedi
capitolo ‘Materiali e metodi’), e si € ipotizzataaipercentuale di campionamento

compresa tral'l% e il 10%.
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5.2 RISULTATI

5.2.1 Studio sui tassi di rilevamento dell'infezione

Dall’analisi sono stati ottenuti i tassi giornaliedi evidenziazione del virus
attraverso le diverse forme di campionamento, itifeit'infezione LPAI e HPAI.
Nelle tabelle 10 e 11 sono riportati i tassi cadtiober un’infezione ad andamento
endemico (prevalenza attesa 5%) sostenuta da delli;mfluenza aviare a bassa
patogenicita relativi alle tre forme di campionameerpreviste dal piano di
monitoraggio (uccelli abbattuti, catturati, mortd raggruppati per forma di
sorveglianza (attiva, passiva).

un’infezione da virus HPAI H5N1 (prevalenza atte2%), sul cui tasso di
rinvenimento di un soggetto positivo tra quelli viai morti incide

significativamente la mortalita causata dall'infaze.

Tab. 10 - Tassi giornalieri di evidenziazione disoggetto infetto tra quelli campionati

per LPAI (prevalenza virale 5%)

Campionamento Tasso giornaliero
Uccelli abbattuti durante la stagione venatoria oogr4
Uccelli catturati 0,000046
Uccelli rinvenuti feriti o morti 0,000056

Tab. 11 - Tassi giornalieri di evidenziazione disoggetto infetto tra quelli campionati

per LPAI (prevalenza virale 5%) in base al tipgaliveglianza

Tipo di sorveglianza Tasso giornaliero
Sorveglianza attiva 0,00012
Sorveglianza passiva 0,000056
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Tab. 12 - Tassi giornalieri di evidenziazione disoggetto infetto tra quelli campionati

per HPAI (prevalenza virale 2%)

Fonte del campione Tasso giornaliero
Uccelli abbattuti durante la stagione venatoria 00030
Uccelli catturati 0,000019
Uccelli rinvenuti feriti o morti 0,0025

Tab. 13 - Tassi giornalieri di evidenziazione disoggetto infetto tra quelli campionati

per HPAI (prevalenza virale 2%) in base al tipsativeglianza

Tipo di sorveglianza Tasso giornaliero
Sorveglianza attiva 0,000049
Sorveglianza passiva 0,0025

| tassi calcolati forniscono gia una prima indicew@ della probabilita di
rinvenimento di individui infetti tra tutti queléampionati, € mostrano come mentre
in una situazione di endemia da virus dell'influeraviare a bassa patogenicita la
sorveglianza attiva si rivela piu efficace di gagllassiva, il risultato si ribalta nel
caso il campionamento sia rivolto all’evidenziazdodi virus ad alta patogenicita
(figure 22 e 23).
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LPAI

sorveglianza passiva

sorvegianza ativa

0 0,00004 0,00008 0,00012 0,00016

tasso rilevazione infetto/giorno

Fig. 22 - Tasso giornaliero di rilevazione dellecolazione di virus LPAI

attraverso le attivita di sorveglianza passiveigat

HPAI

soesera s | ——

sorveglianza attiva II

0 0,0005 0,001 0,0015 0,002 0,0025 0,003

tasso rilevazione infetto/giorno

Fig.23 - Tasso giornaliero di rilevazione dellacolazione di virus HPAI

attraverso le attivita di sorveglianza passivatigaat

Per una lettura piu rapida e chiara dei risul&aiholtre possibile confrontare i tassi
calcolati attraverso gldDDSratio di tali tassi. Nelle indagini epidemiologiche gli
ODDS sono rapporti tra le frequenze osservate e senarguantificare una

probabilita relativa. UnODDS ratio > 1 indica una probabilita relativa positiva,
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cioe il primo termine del rapporto ha una prob#&bifhaggiore del secondo termine
Nelle tabelle 14 e 15 sono riportati, riferiti alfezione da LPAI e HPAI H5N1, gli
ODDS ratiorisultanti dal confronto tra i metodi di campionamo utilizzati e le
probabilita relative di identificazione della citamione virale di un metodo rispetto

ad un altro.

Tab. 14 - LPAI:ODDS ratioe probabilita relative di identificazione del \dramegli

uccelli campionati

Fonte del campione ODDS ratio Probabilita relativa
Abbattuti vs catturati 1,6 61,5%
Catturati vs abbattuti 0,62 - 38,5%
Trovati morti vs catturati 1,2 54,5%
Trovati morti vs cacciati 0,75 -42,8%

Tab. 15 - HPAI:ODDSratio e probabilita relative di identificazione del virosgli

uccelli campionati

Fonte del campione ODDS ratio Probabilita relativa
Abbattuti vs catturati 1,6 61,5%
Catturati vs abbattuti 0,62 - 38,5%
Trovati morti vs catturati 136,2 99,3%
Trovati morti vs cacciati 85,1 98,8%

Il campionamento degli animali abbattuti duranttivita venatoria risulta sempre
piu efficace del campionamento su animali catturelie si rivela la forma di
monitoraggio meno conveniente. Nell'infezione dausia bassa patogenicita il
campionamento degli uccelli cacciati € piu efficaueche di quello su volatili
trovati morti, mentre nell'infezione da virus adaapatogenicita HSN1 la raccolta
delle carcasse di soggetti morti si rivela senzauraldubbio la piu efficace,

risultando in una probabilita di rintracciare umividuo infetto del 98% superiore
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rispetto al campionamento su individui abbattuti, del 99% superiore al

campionamento su uccelli catturati.

Il significato dei risultati ottenuti pud essere temiormente chiarito e
contestualizzato se espresso in termini di numesogpetti infetti campionati ogni
giorno. Riferiamo cosi i tassi calcolati ad una arebpolazione oggetto di
campionamento composta da 10.000 anatéi. caso della circolazione di virus a
bassa patogenicita, ipotizzando una prevalenzéeviastante del 5%, le attivita di
sorveglianza passiva e attiva risutano in un tgesmaliero di rilevamento di 0,74
volatili infetti/giorno tra gli abbattuti, 0,46/gino tra i catturati e 0,56/giorno tra gli
animali trovati morti. Questo significa che nellpotetica sub-popolazione
considerata, abbattendo una media giornalierarcih @6 individui al giorno (tasso
di prelievo venatorio pari al 40%/stagione venaprisi ricava la probabilita di
rintracciare tra di essi un soggetto positivo aktadi 0,74 al giorno, che si traduce
nella probabilita di rilevare almeno 2 positivitatre giorni di caccia (ogni 80 capi
abbattuti). Traslando lo stesso ragionamento s&i @ rilevamento negli animali
catturati e trovati morti, in una meta-popolazialiel0.000 individui nella quale
vengono catturati circa 9 animali al giorno, e nomoi per cause naturali circa 11
uccelli al giorno, si ottiene una probabilita deviamento di almeno una positivita
ogni 30 animali catturati (3 giorni o sessioni dttare con un’efficacia pari al 25%)
ed ogni 20 uccelli morti (circa 2 giorni, per ursga di mortalita naturale pari al
20%/anno).

Con questi risultati, risulta evidente come levéai di sorveglianza attiva, che
comprendono il campionamento su volatili abbateutcatturati, si traducono in
un’efficienza nel rilevamento della circolazione daus LPAI maggiore (in una
popolazione di 10.000 individui, € possibile eviiane piu di un soggetto infetto al
giorno, e piu di 8 soggetti positivi ogni settiman@spetto alla sorveglianza passiva,
in grado di rilevare circa 1 soggetto positivo ogngioni, quindi meno di 4 alla

settimana.

159



Se passiamo a valutare il risultato dei medesirtotiaapplicati all'infezione da
virus HPAI H5N1 (ipotizzando una prevalenza viradstante del 2% ed un tasso di
lealitd pari al 50%), si nota come il tasso div@mento attraverso la sorveglianza
attiva (pari a 0,000049/giorno) si traduce, in ynogolazione di 10.000 volatili,
nella probabilita di rilevare una positivita ognued giorni (su circa 60 uccelli
abbattuti e circa 20 catturati), mentre il tassormgaliero di rilevamento con la
sorveglianza passiva € pari a 0,0025, il che smmithe su 36 uccelli morti ogni
giorno (per cause naturali e a seguito dell'infagj)p 25 sono positivi.

Le considerazioni appena esposte hanno un vallaté/oee utile al confronto tra le
varie forme di campionamento, ma non possono feraira valutazione realistica
riguardo ai tempi e al numero di campioni necesaltai rilevazione precoce della
circolazione virale. Una ragione su tutte: supporgouna percentuale di
campionamento pari al 100%, che presupporrebbeadaolta, tra sorveglianza
attiva e passiva, di centinaia di migliaia di caompiogni anno. Per una trattazione
piu attinente alla realta e utile alla quantificam dello sforzo campionario
necessario si rimanda al paragrafo successivo, davgono esposti i risultati della

modellizzazione.
5.2.2 Modello matematico
I modello di dinamica di infezione da virus LPAkgtituisce un andamento

endemico dell'infezione, con una prevalenza medipediodo pari all’1,8% (I.C.

95% 0,2% - 3,4%), come rappresentato in figura 24.
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LPAI

Prevalenza %

giorni

Fig. 24 - Andamento simulato dal modello della jptemnza virale per

I'infezione LPAI

Per una meta-popolazione di 10.000 individui (adid una ventina di zone umide
ospitano nel periodo autunno-invernale piu di 10.@@celli acquatici svernanti,
dati INFS 2002) il modello restituisce un andamesgbnumero di soggetti infetti,
rappresentato graficamente in figura 25 rappordditandamento della numerosita

della popolazione.

10400
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N infetti
N popolazione

giorni

I infetti ==+===pop 10000

Fig. 25 - Andamento del numero di uccelli infetti drus LPAI (barre) e della

consistenza della meta-popolazione (linea) nel temp
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Nella stessa popolazione, dalla modellizzazionen@mo il numero giornaliero dei

volatili infetti tra quelli abbattuti, catturati teovati morti. Il risultato e riportato in

figura 26.

N infetti/die

= abbattuti catturati =====trovati morti

Fig. 26 - Andamento del n° di infetti da LPAI trih gnimali abbattuti, catturati

e trovati morti in una ipotetica meta-popolazionenposta da 10.000 individui

Nella tabella 16 e riportato il valore medio di ipeib della probabilita di
evidenziare almeno un individuo positivo tra quelimpionati (vedi capitolo
‘Materiali e metodr’), e calcolata all'interno delodello come variabile denominata
PROB Ricercando il virus in uccelli abbattuti si hiflimcirca 1,5 probabilita su
100 di trovare una positivita (quindi grosso moaoplrobabilita di rilevare un
individuo infetto su 60 campionati), mentre la pblita si abbassa (meno di una
su 100) nel caso del campionamento su soggettiratitb trovati morti. In figura

27 e rappresentato graficamente I'andamento dedlagbilita su base giornaliera.
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Tab. 16 - Modello: probabilita media di evidenzéam di un soggetto infetto tra quelli

campionati per LPAI

Campionamento PROB I.C. 95%
Uccelli abbattuti durante la stagione venatoria 004y 0,00049-0,00245
Uccelli catturati 0,00075 0,00019-0,00130
Uccelli rinvenuti feriti o morti 0,00089 0,0002200156

0,0035 ¢

0 40 80 120 160 200 240
giorni
abbattuti catturati trovati morti

Fig 27 - Simulazione delllandamento della prob#hitli rilevazione di un
individuo positivo tra i campionati nel periodo eiferato. La linea

tratteggiata indica I'inizo della stagione venadori

Per comprendere quali parametri epidemiologici magafici siano in grado di
modificare la probabilitd di evidenziazione precamdla circolazione virale nelle
popolazioni indagate, si & proceduto al calcoldadsknsibilita della variabile
PROBalla variazione della dimensione della popolazioampionata, del tasso di
reclutamento, che influenza la proporzione di imiiv giovani nella comunita, e
della durata dell’eliminazione virale. Si riportanasultati nei grafici a barre delle
figure 28a, 28b e 28c.
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Fig. 28 - Effetto di tasso di reclutamento (a), euosita della popolazione N
(b) e durata dell’eliminazione virale (c) sulla patilita di evidenziazione di

positivita

L’influenza che possono avere diversi sforzi campio sulla probabilita di
rintracciare gli individui positivi, e quindi suéfficacia delle attivita di sorveglianza,
é stata valutata attraverso il calcolo della selitsibdella variabile PROB a
variazioni del tasso giornaliero di prelievo vemamtoe di cattura degli uccelli
oggetto del campionamento. La variabilita a cuispo® essere soggetti il tasso di
caccia e di cattura é stata ricavata dalla letiesatin particolare, & stato ipotizzata
una percentuale di prelievo con l'attivita venaodompresa tra il 20 e il 60%
(Kalchreuter, 1990), ed una variabilita dell’effita di cattura dal 5 al 35% (dati
INFS non pubblicati, 2004). | risultati sono illeeti nelle figure 29a e 29b.
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Fig. 29 - Effetto dello sforzo di caccia (a) e dittara (b) sulla
probabilitd di evidenziazione di positivita attrese la sorveglianza
attiva

Per lo sviluppo del modello relativo all'infeziorga virus HPAI H5N1 si e
ipotizzata una introduzione del virus nelle popmagselvatiche in primavera, cioé
all'inizio del periodo considerato, e in tarda éstmizio autunno, basandosi
sullipotesi dell’introduzione del virus H5N1 attr@rso i movimenti migratori dei
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volatili acquatici. 1l modello di dinamica di irde@ne restituisce un andamento
epidemico tipico degli agenti eziologici caratteai da elevata letalita e basso
coefficiente di trasmissione, incapaci di persesteella popolazione ospite e che
mostrano quindi un picco della prevalenza seguiéo utha rapida estinzione
dell'infezione, come rappresentato in figura 30.

La prevalenza media in tutto il periodo (270 ggulta pari allo 0,17% (I.C. 95%

0% - 0,8%), mentre nell’arco temporale in cui ifug circola nella popolazione

ospite la prevalenza media e pari all'1,1% (I.C¥®O%%-1,7 %).
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Fig. 30 - Andamento simulato dal modello della jptemnza virale per

I'infezione LPAI

Per valutare 'andamento della consistenza deglividui infetti in rapporto al
trend demografico della popolazione, si € ipotiaaata consistenza iniziale della

meta-popolazione recettiva pari a 10.000 indiviaiil risultato € rappresentato
graficamente in figura 31.
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Fig. 31 - Andamento del numero di uccelli infetsi drus HPAI (barre) e

della consistenza della meta-popolazione (linebjemepo

In tabella 17 é riportato il valore medio di pemodella probabilita di evidenziare
almeno un individuo positivo tra quelli campionatll'interno del modello
denominataPROB Ricercando il virus in uccelli abbattuti o ca#ti si hanno
allincirca 0,01 probabilitd su 1000 di trovare ymasitivita, quindi la probabilita di
trovare un soggetto infetto su 100.000, praticamanta probabilita nulla. Le
maggiori probabilita di rilevare la circolaziond d&us HPAI (circa una probabilita
su 1000, che aumentano fin quasi al 3% se il canapnento avviene durante |l
picco epidemico) si hanno campionando gli uccebvati morti, risultato della
somma tra gli individui morti per cause naturalgle individui morti a seguito
dell'infezione. In figura 32 e rappresentato grafiente I'andamento della

probabilita su base giornaliera.
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Tab. 17 - Modello: probabilita media di evidenzea® di un soggetto infetto tra quelli

campionati per HPAI

Campionamento PROB I.C. 95%
Uccelli abbattuti durante la stagione venatoria 000115 0,00000-0,00155
Uccelli catturati 0,0000094 0,00000-0,000025
Uccelli rinvenuti feriti o morti 0,00128 0,0000-0271
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==e==trovati morti === abbattuti catturati

Fig. 32 - Simulazione dell’anadamento della prolitabdi rilevare un soggetto

positivo tra quelli campionati con diverse attiviliassorveglianza.

Dalla simulazione si comprende come il mezzo divakione piu efficace della
circolazione del virus H5N1 all'interno di una pdégmone di anatidi selvatici sia il
monitoraggio dei volatili morti, che presenta un@labilita di evidenziazione
precoce di un soggetto infetto circa 1000 volteesigpe alle altre due forme di
sorveglianza attiva messe insieme. Inoltre, dailtas della simulazione emerge
come un fattore critico per definire I'efficacia l@eattivitd di monitoraggio sia
quello temporale. Per chiarire meglio come la testiga del campionamento
influisca sulla probabilita di evidenziare dellesfitvita tra i soggetti campionati, ed
in particolar modo tra gli uccelli rinvenuti mortsi € valutata la relazione tra

probabilita di successo (cioe probabilita di evidare almeno un soggetto infetto)
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e momento del campionamento (cioe arco temporadeciorso tra l'introduzione
del virus nella meta-popolazione oggetto della egli@nza e prelievo dei campioni,

espresso in giorni). Il risultato e rappresentatfigura 33.
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Fig. 33 -Scatterplotdella probabilita di rilevazione del virus HPAI N& vs giorni
trascorsi dall'introduzione del virus nelle metgptazione oggetto del

campionamento.

La probabilita di rilevazione della circolazionegale, legata al fattore temporale da
una relazione non linearguadratic regressiofR”*= 0,898), cresce fino a 19 giorni
dopo lintroduzione del virus per poi calare rapidate ed arrivare a valori
prossimi allo zero tra il 30° e il 40° giorno sussigi all'introduzione del virus nella
popolazione.

Poiché dal modello allestito risulta che la probtbidi evidenziazione precoce

della circolazione virale e strettamente collegdtanvenimento di soggetti morti,
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risulta evidente come la mortalita causata da#mndne rivesta un ruolo importante
nella valutazione dell’efficacia dei metodi di seglianza. Per approfondire questo
aspetto si sono analizzate le modifiche nell’anelatm della prevalenza virale
durante un ciclo epidemico al variare del tasdetdiita in un range compreso tra il

10% e il 50%, e si riporta il risultato dell’analigel grafico di figura 34.
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Fig. 34 - Effetto di diversi tassi di letalita sathdamento della
prevalenza virale

Ipotizzando un tasso di letalita pari o superidrd(®o l'infezione si diffonde nella
popolazione e si estingue in un periodo compresa 23 e i 45 giorni dopo
I'introduzione del virus, mentre con tassi di mbtdapari o inferiore al 20%
I'infezione persiste, seppur a livelli di prevalenarale molto bassi (per un tasso di
letalita pari al 20%, prevalenza virale: 0,11%; partasso di letalita pari al 10%,
prevalenza virale: 0,19%).

Per ricavare ulteriori indicazioni sulle possildilidi intervento utile alla rilevazione

della circolazione del virus H5N1 a seguito di yisedio di mortalita segnalato in
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N

volatili selvatici si e ricavato il numero di uckemorti a seguito dell'infezione
nellunita di tempo, per diverse dimensioni dell@pplazione oggetto della
sorveglianza (N compreso tra 5.000 e 20.000/di@ere diversi tassi di letalita
(range 10%-50%). La FAO ha proposto pari a 10 tins&ba il numero minimo di
anatidi trovati morti nella medesima localita cgié con una probabilitd molto
elevata alla presenza del virus H5N1, quindi #iliattivazione immediata delle
misure diEarly Detectionrivolte all’evidenziazione della circolazione JgaSi &
utilizzato questo valore di riferimento per valetgrer quali tassi di letalita in sub-
popolazioni di anatidi di numerosita variabile fespossibile sospettare la
circolazione virale attraverso la segnalazione pisali di mortalita. | valori

restituiti dal modello sono rappresentati graficateenei grafici della figura 35.
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Fig. 35 - Numero di anatidi morti a seguito defémnione da virus HPAI
H5N1 ogni 5 giorni in popolazioni di diversa dimerse per variabili tassi
di letalita (a: 10%; b: 30%; c: 50%). La linea mdsatteggiata indica il

livello di rilevazione utile all’attivazione dellmisure diEarly Detection
Per un tasso di letalita pari al 10%, solo in unataspopolazione composta

giornalmente da 20.000 individui (in Italia circaaudecina di zone umide ospitano

ogni anno una simile comunita svernante) il numéraiccelli trovati morti a

173



seguito dell'infezione puo0 risultare utile all'atizione di una stato di allerta. In
condizioni epidemiologiche differenti, caratterikzala tassi di letalita pari al 30 e
al 50%, l'infezione tende ad estinguersi prima di thogo a episodi di mortalita
rilevanti in comunita inferiori ai 1000 individumentre il numero di soggetti morti
a seguito dell'infezione supera la quota di 10i#setha in meta-popolazioni
composte da piu di 5.000 individui. Le mortalitaturti i casi si concentrano trai 5
e i 18 giorni successivi all'introduzione del viraglla popolazione ospite, ed il
numero di soggetti morti potenzialmente rilevali&l corso del monitoraggio é

significativo in un intervallo di tempo breve, ini@re alla settimana.

Il calcolo del valore di sensibilita della probdtaildi evidenziazione precoce della
circolazione virale PROB alla variazione di alcuni parametri demografid e
epidemiologici indica come essa non venga influenma maniera significativa né
da variazioni del tasso di reclutamento né da gemm della durata
dell’eliminazione virale. Al contrario il tasso Htalita si dimostra un parametro in
grado di indurre cambiamenti significativi nellaopabilita di rilevazione di
positivita virali tra i soggetti campionati, incigigo non solo sulla prevalenza virale
e sulla probabilita di estinzione dell'infezione,ansoprattutto sul numero di
individui infetti che muoiono e possono essere elcodurante lattivita di
sorveglianza passiva. | risultati esposti sonortgio come grafici a barre nelle
figure 36a, 36b e 36¢.
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Fig. Effetto di tasso di reclutamento (a), durded’eliminazione virale (b)
e tasso di letalitd (c) sulla probabilita di evidexzione di positivita

virologiche

L’influenza che possono avere diversi sforzi campid sulla probabilita di
rintracciare gli individui positivi, e quindi suéifficacia delle attivita di sorveglianza,
e stata valutata attraverso il calcolo della selisilalella variabile a variazioni del
tasso giornaliero di prelievo venatorio e di cattudegli uccelli oggetto del
campionamento, oltre che a diverse percentualadiptonamento degli individui
rinvenuti morti. La variabilita a cui possono egssoggetti il tasso di caccia e di
cattura é stata ricavata dalla letteratura. Inigaere, € stato ipotizzata una
percentuale di prelievo con [lattivita venatoriangmesa tra il 20 e il 60%
(Kalchreuter, 1990), ed una variabilita dell’effita di cattura dal 5 al 35% (dati
INFS non pubblicati, 2004). | risultati sono illteti nelle figure 37a, 37b e 37c.
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Sorveglianza passiva
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Fig. 37 - Effetto dello sforzo di caccia (a) ditcaa (b) e della percentuale
di campionamento (c) su volatili trovati morti sullprobabilita di

evidenziazione di positivita attraverso la sorvaggtia attiva

Aumentando lo sforzo di prelievo venatorio e dittwa aumenta
proporzionalmente anche la probabilita di idendifione di animali positivi, ma
rimane a valori cosi bassi (probabilita di rilevé@835 e 0,012 positivita su 1.000
campioni rispettivamente per uno sforzo di cacad pl 60% e per uno sforzo di
cattura pari al 35%) che pud considerarsi nullardpporto al grande, e forse
inapplicabile, sforzo campionario richiesto.

Naturalmente la percentuale di campionamento sumani morti incide
significativamente sulla probabilita di evidenzidreirus H5N1, risulta interessante
valutare quanto: se raccogliendo ed esaminande tattcarcasse rinvenute la
probabilita di trovarne uno infetto & di poco suger a una su mille, tale valore si
dimezza per una percentuale di campionamento dil, 40diventa circa una su
2.500 se si rinvengono o raccolgono solo un 10%aggetti morti in totale.

La considerazione successiva riguarda lo sforzo paamario necessario al
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raggiungimento di tali percentuali di campionamento se tale sforzo sia
effettivamente realizzabile. Nel trattare di dimenscampionarie, nel caso oggetto
dello studio, la difficolta maggiore risiede nelntativo di valutare la reale
consistenza della popolazione da campionare, tigdta non di una popolazione
residente e chiusa, ma di una comunita continuansoggetta a variazioni della
consistenza e della composizione, e fortementaugn#lata da movimenti di
immigrazione e di emigrazione che modificano padachente la quota di soggetti
recettivi potenzialmente esposti all'infezioni esgbnibili per il campionamento.
Basandosi sui dati di censimento della popolazidinaccelli acquatici svernanti
ottenuti dalle attivita dellnternational Waterbird Censu@Vetlands International,
2002), la popolazione totale di uccelli acquati@reanti in Italia viene stimata su
1.000.000 di individui. Riferendosi alla specie pigquentemente campionata e che
presenta le maggiori prevalenze per virus influen#2Al, il Germano RealeAnas
platyrinchog, la stima derivante dal censimento invernale niryato da Wetland
Internationale coordinato dallISPRA nel mese di gennaio ripama consistenza
media per gli anni 2002-2007 di 186.000 individbe ipotizziamo di effettuare un
campionamento pari al 10%, otteniamo un numercadiponi pari a 17.600, che
consiste in circa il doppio del numero di campioonferiti al Centro di Referenza
Nazionale presso I'lstituto Zooprofilattico Sperim&e delle Venezie nel 2006
(8.188 campioni) e nel 2007 (7.652 campioni), ei gugttro volte il numero
raggiunto nel 2008 (4.383 campioni). Consideranaoltretutto, che i campioni
conferiti provengono da diverse specie di anatidaaltre specie di uccelli selvatici,
e evidente che per effettuare una valutazione ticeate alla realta € necessario
ipotizzare una percentuale di campionamento moftriore.

Considerando che nelle stagioni 2005/2006 e 200@/20campioni conferiti ali
laboratori di referenza riconosciuti come provetiieda anatidi selvatici sono
risultati rispettivamente 4.503 e 4.141, sembraigldle inserire nel calcolo una
percentuale di campionamento pari al 2%, che agplialla popolazione di
Germano si traduce in un campione costituito dzac®.500 unita/anno.

179



Con una tale percentuale di campionamento, meatserveglianza attiva rileva la
circolazione del virus H5N1 in un periodo superiare200 giorni, la sorveglianza
passiva consente di evidenziare una positivita ma wentina di giorni di

campionamento.
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5.3 DISCUSSIONE DEI RISULTATI

Lo studio che ha analizzato l'efficacia delle daseerazioni di monitoraggio
attraverso ilsemplicecalcolo del tasso di rilevazione giornaliero delus negli
animali campionati, pur presentando limiti evidendiovuti alla estrema
semplificazione di tutte le dinamiche coinvoltegsce a fornire una prima
indicazione della diversa efficienza dei metodicdmpionamento applicati alla
sorveglianza dell'influenza aviare in popolaziorelvatiche. Per rendere piu
comprensibile il significato dei tassi ottenutiesideciso di applicarli ad una sub-
popolazione composta da 10.000 individui rilevanclee, per virus a bassa
patogenicita, la probabilita di rilevare un sogggibsitivo € una al giorno con le
attivita di sorveglianza attiva (abbattimento dwat di animali apparentemente sani)
ed una ogni 2 giorni sottoponendo alla ricercavitels tutte le carcasse di uccelli
morti rinvenuti con le attivita di sorvegliana pass per virus ad alta patogenicita,
caratterizzati da una circolazione del virus alliy@u bassi (prevalenza virale: 2%),
il tasso di rilevamento attraverso la sorvegliaatteva si traduce nella probabilita di
rilevare un animale infetto ogni due giorni, ment@n la sorveglianza passiva
risultano positivi 25 dei 36 volatili trovati mor{per cause naturali e a seguito
dell'infezione) ogni giorno. Questa prima valutamadei risultati, che per facilita di
lettura viene effettuata su una popolazione di mosi& nota e presupponendo un
campionamento della totalita dei soggetti dispdnilniecessita di un approccio
critico che ne definisca i limiti. Pur rivelandesstremamente utile ad una migliore
comprensione dei risultati ottenuti, l'applicaziomki tassi calcolati ad una
popolazione di consistenza nota € da considerarsesercizio sostanzialmente
teorico. E’ necessario ribadire, infatti, come lovaottenuti dalla prima fase di
elaborazione statistica siano valori relativi, iual confronto tra le forme di
campionamento, ma non ad una valutazione quawdtalello sforzo campionario
(in termini di numerosita del campione e di tempiattuazione), per la quale si

rimanda alla discussione sui risultati delle simidai del modello matematico.
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Ritornando ai risultati dello studio, dal calcolegi ODDS ratioe delle probabilita
relative risulta evidente come le attivita di sghanza attiva, che comprendono il
campionamento su volatili abbattuti e catturatnesiu efficaci nel rilevamento
della circolazione virale rispetto alle attivitagtirveglianza passiva in condizioni di
endemia da virus LPAI. Al contrario, nellinfeziong@a virus HPAI H5N1 la
mortalita aggiuntiva dovuta all'infezione modificaignificativamente i tassi
giornalieri relativi alle diverse metodologie di nggionamento, cosi che la
sorveglianza passiva, che prevede la raccolta getpiidui morti, si rivela la forma
di campionamento piu efficiente nella rilevazioredlal circolazione del virus (con
oltre il 98% delle probabilita in piu rispetto armpionamento su individui catturati
e abbattuti). Pur con i limiti gia sottolineati, guesta analisi preliminare emergono
gia aspetti interessanti quali una diversa effatélle forme di sorveglianza a
seconda dell'obiettivo dell'indagine (valutazionel tivello di circolazione di virus
LPAI VS evidenziazione precoce dell'introduzione del vitdBAI H5N1 nelle
popolazioni ospiti) e l'importanza della mortalissociata all’infezione HPAI
nell'influenzare l'efficacia del campionamento aittol.

La maggiore efficienza di rilevazione riscontra&a |a sorveglianza passiva rispetto
all'attiva nel caso di infezione da virus HPAI H5Nbva riscontro nelle evidenze
di campo che testimoniano la mancata rilevazioneirdis ad alta patogenicita in
animali sani tra i 100.000 campioni raccolti in &oa o le migliaia conferiti al
Centro Nazionale di Referenza italiano ogni anno,ae constatazione che
I'identificazione dei focolai da H5N1 HPAI in Eurapsia avvenuta unicamente a
seguito del rinvenimento di animali morti (SANC@(Z). In Italia, nel corso del
piano nazionale di monitoraggio per I'anno 20067 sONO state rilevate positivita
per virus H5N1 tra i 9.415 campioni prelevati dea@p selvatiche (dei quali 3.136
da anatidi) da uccelli sani nel corso della sonaggla attiva, mentre e stato isolato
il virus nel 45% dei campioni conferiti come saspper influenza aviare (su 42
sospetti, 19 positivi per H5N1, in particolare ignt, 1 pollo sultano, 1 poiana e 1

germano)ln ambito extra-europeo solamente uno studio haslirato I'isolamento
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di HPAI H5N1 da uccelli acquatici apparentementei,sad in particolare da sei
anatre comprese fra gli oltre 4,000 uccelli camaiom Cina, in un’area adibita
all'allevamento di anatre domestiche (Cletnal,, 2006). Parallelamente, in Italia
come in Europa la forma piu efficace per indagaeptevalenza dei virus
influenzali tipo A si € rivelata la sorveglianzdi su uccelli catturati e abbattuti
(SANCO, IZSVenezie).

Tali valutazioni risentono inevitabilmente di unfapssimazione che non tiene
conto di diverse variabili, ad esempio la localitacui avvengono gli episodi di
mortalitd (se in vicinanza di zone abitate il rinireento di uccelli morti € piu
probabile), o la specie coinvolta. Ad esempioydlo che i cigni hanno rivestito nel
corso dell’epidemia europea del 2006 peobabilmente il risultato di un’alta
recettivita, dimostrata anche in studi sperimentadimbinata ad una aumentata
probabilita di essere rinvenuti dopo la morte rigpad uccelli piu piccoli e meno
appariscenti, le cui carcasse possono essere nagide rimosse da predatori e
spazzini. Inoltre i cigni tendono a vivere vicind aree piu densamente abitate, fatto

che chiaramente ne facilita il ritrovamento.

La modellizzazione matematica che simula l'infeeiata virus LPAI restituisce
valori di prevalenza (1,8%, 1.C. 95% 0,2%-3,4%)stanzialmente compatibili con
quelli rilevati nel corso di indagini e monitoraggvolti Europa, dove nel nel 2006
e stata rilevata una prevalenza media nei vokilvatici pari all'l,46% (SANCO,
2007), ed in ltalia, quando nel corso del 2007 k2098 la prevalenza della
circolazione di virus influenzali tipo A e statéekiata pari, rispettivamente, al 2,1%
e all'1,9% (IZSVenezie).

La modellizzazione della dinamica di infezione darus influenzali nelle
popolazioni oggetto di indagine ha permesso di isegievoluzione, nell’arco
temporale prescelto, della numerosita dei comgritndividui recettivi, infetti ed
immuni sulla base di parametri demografici e diembne che ne regolano i
cambiamenti nel tempo. Il modello restituisce uradye che conferma i risultati
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preliminari ottenuti nella prima fase dello studissegnando alla probabilitd media
di rilevare almeno un individuo positivo tra i caimpati un valore superiore per la
sorveglianza attiva rispetto alla sorveglianza ipass Inoltre fornisce
un’indicazione sull’andamento nel tempo di talebadoilita di evidenziazione del
virus, che presenta un picco minore nei mesi prerihved un incremento
significativo ¢ = 6,433, p<0,05) nei mesi tardo-autunnali (setterthcembre).
Questo andamento e spiegabile in parte dalla doedel numero di soggetti infetti
nel tempo, in parte dall'incremento nel perioddesabre-dicembre del numero di
soggetti abbattuti nel corso della stagione veistohe rappresentano la fonte piu
probabile di rilevazione di positivita. L’'andamenbsservato va a sovrapporsi a
quello osservato in Europa non solo relativo ak¥msita di campionamento, ma
anche alla distribuzione delle positivita rilevats volatili selvatici nei diversi mesi
dellanno (vedi figura 38). In particolare, i dagési disponibili dalla Commissione
Europea sui piani di monitoraggio dei diversi Paasmbri segnalano che 1'88%
delle positivita per virus LPAI H5 e stato rilevatamite la sorveglianza attiva su
volatili vivi o abbattuti (per il 91,2% in anatidi superficie), e che la maggior parte
di queste positivita (65%) sono state segnalat@eebdo compreso tra settembre e

dicembre.
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Fig. 38 - La probabilita di rilevazione di posit&i(var PROB ricavata dal modello di
simulazione per sorveglianza attiva e passiva veaveapposta all’'andamento del numero

di campioni raccolti e della prevalenza da viru#ALRei Paesi UE nel 2006

L’analisi della sensibilita mostra come la probidildi evidenziazione di soggetti
infetti sia influenzata in maniera significativaastla variazioni del parametro
demografico che definisce il tasso di reclutamesi®,da variazioni del parametro
che determina la durata dell’eliminazione virala tdsso di reclutamento maggiore,
influenzando direttamente la consistenza del cgatite degli individui giovani
nella popolazione nel periodo post-riproduttivo, hHpercussioni dirette sulla
dinamica dell'infezionel pattern stagionali della prevalenza virale dell'influenza
aviare nei volatili selvatici confermano l'ipotesecondo la quale gli individui
giovani rappresentano il serbatoio principale ddkzione. (Websteet al, 1992;
Olsenet al, 2006). | nuovi nati formano una popolazione rateente recettiva
nella quale il virus puo diffondersi nella stagidaedo estiva, e rispetto agli adulti
presentano alte incidenze d’infezione e alti tdsgliminazione virale (Hinshawt
al., 1980; 1985). Premesso questo, un aumento deb tdisreclutamento della
popolazione ospite puo influenzare la probabilit@vddenziazione di positivita nel

corso delle attivita di sorveglianza in due modiiglorando l'efficienza di
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trasmissione del virus aumenta la proporzionadividui infetti nella popolazione,
quindi la probabilita di rilevare una positivitatgli uccelli campionati; se come é
plausibile la prevalenza virale nei soggetti giavammaggiore rispetto agli adulti,
aumentando la proporzione di giovani nella popolagiaumenta la probabilita di
prelevare un soggetto positivo.

Anche variazioni del periodo di eliminazione viraleducono modificazioni
significative nella probabilita di evidenziazioneepoce del virus nei soggetti
campionati, poiché condiziona la finestra di temgde alla rilevazione della
circolazione virale ed incide sulla dinamica dettasmissione virale, quindi
sull’andamento del contingente di volatili infeti,di conseguenza sulla probabilita
di rilevazione di positivita con I'attivita di soeglianza.

Lo sforzo di cattura e lo sforzo di caccia incida®nza dubbio sull’efficacia delle
attivita di monitoraggio, condizionando direttameerda numerosita di individui
messi a disposizione per il campionamento, ma derando che solo una parte dei
soggetti abbattuti o catturati vengono esaminakie da quota dei soggetti
campionati non cresce proporzionalmente con qudillabbattimento e cattura,
poiché condizionata da limiti logistici e finanZjee che una modifica, ad esempio,
del tasso di cattura dal 25% al 35% puo richieder@ sforzo in termini di risorse
dedicate molto grande, per ottenere una variazmogorzionalmente piccola della
probabilita di rilevamento del virus (dallo 0,002B80,0026), non si pud pensare di
incrementare l'efficacia della sorveglianza attaamentando il tasso di prelievo

venatorio o di cattura di animali vivi.

Il modello matematico di infezione da virus HPAI Wb presenta un andamento
dell'infezione tipico degli agenti eziologici caratterizzati dewvata letalitd e basso
coefficiente di trasmissione, incapaci di persisteella popolazione ospite e che
mostrano quindi un picco della prevalenza seguito wha rapida estinzione

dell'infezione. La prevalenza virale del periodonsmlerato € risultata pari allo
0,17%, valore molto piu basso di quello utilizzawell'elaborazione statistica sui
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tassi di rilevamento dell'infezione i cui risult&no stati gia esposti, ma che rientra
nel range osservato in Europa durante il pianoahitoraggio per I'anno 2006, che
riporta prevalenze comprese tra lo 0,01% della Bestagna e il 7,38% della
Slovenia (nello stesso anno la prevalenza viraldtalia € stata dello 0,94%)
(SANCO, 2007). Analizzando la situazione epidengada realtiva agli ultimi anni
in Europa, la relativamente breve durata dei facokygli uccelli selvatici e il
frequentemente basso numero di uccelli infettaetun quadro differente da quello
osservato in paesi extra-europei, ad esempio ira,Gilove si € osservata una
consistente mortalitdh a carico di diverse specidvatehe. La mortalita
nell’epidemia da H5N1 HPAI nel 2006 in UE e statkativamente bassa, perfino in
aree con alte densita di uccelli. Assumendo chmdggior parte degli uccelli sono
recettivi all'infezione, il proporzionalmente baseamero di infezioni e la bassa
mortalita anche in aree ad alta densita di uceltjgeriscono che il tasso di
trasmissione, malgrado la trasmissione fosse nmitdabilmente favorita dalle
basse temperature e dallaumentata densita degklluen alcune aree, si sia
mantenuto abbastanza basso. Il tasso di trasmésgidnfluenzato principalmente
dalla disponibilita e dalla densita di ospiti réset dalla sopravvivenza del virus,
dalla concentrazione nellambiente e dalla duratfi'escrezione virale. D’altro
canto, se la sorveglianza passiva € iniziata aiteegel verificarsi di episodi di
mortalita su larga scala, si puo ipotizzare chetinfotolai di HSN1 HPAI negli
uccelli selvatici non siano stati segnalati, sgewgmte se avvenuti in aree a bassa
densita di uccelli (Hesterbegg al.,, 2009).

L’andamento dei focolai nel corso del 2006, inglsaggerisce che H5N1 HPAI
non si mantenga efficacemente nelle popolazionvasiehe in Europa. In
alternativa, il virus potrebbe persistere a pravademolto basse nelle popolazioni
di uccelli selvatici in UE e non essere evidenzidalgrado l'ultima ipotesi sia
verosimile, i focolai di H5N1 HPAI negli uccelli lsatici in UE nel 2007 hanno
visto coinvolti ceppi di HS5N1 HPAI che, benché #aeente correlati, sono
differenti e chiaramente distinguibili da quelliegenti nel 2006: sono quindi,
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verosimilmente, risultato di nuove introduzioni. &isi genetiche dettagliate dei
virus isolati dal 2006 portano alla conclusione cle¢ 2006 ci siano state diverse
introduzioni indipendenti prima che si verificasaaliffusione locale dell'infezione
fra gli uccelli selvatici. Di conseguenza, quadievi suggeriscono che il virus
H5N1 HPAI non persista e non circoli nelle popotezi selvatiche per lunghi
periodi di tempo in assenza di focolai nel polladwnestico (Hesterbergt al.,
2009).

Le probabilita di evidenziazione di positivita p&f5SN1 attraverso piani di
monitoraggio risultano in generale molto basse,ppoo perché il modello
restituisce una dinamica dell'infezione caratteataz da livelli di trasmissione
insufficienti a garantire il mantenimento del vimslla popolazione ospite, quindi
da lunghi intervalli temporali in cui la prevalenggpari o vicina allo zero. Piu in
specifico, le probabilita di rilevamento della dlazione virale attraverso attivita di
sorveglianza attiva sono praticamente nulle, polthiervallo temporale nel quale
e virtualmente possibile campionare un soggettaipos estremamente ridotto, e
la quota di positivi sul totale dei campionati e nmmmque irrisoria. |l
campionamento degli individui malati o morti atteaso la sorveglianza passiva si
conferma cosi l'unico metodo potenzialmente efiécaell’evidenziazione precoce
della circolazione virale, con una probabilita dcsesso circa 1.000 volte superiore
rispetto alle due metodiche di campionamento digstig apparentemente sani
messe insieme. Questo risultato riprende in termakaitivi quello ottenuto con lo
studio sui tassi di rilevamento dell'infezione,attendo la maggiore efficacia delle
attivita di sorveglianza passiva rispetto a qudilesorveglianza attiva, ma nello
stesso tempo ridimensiona tale efficacia dal pantasta del tempo e dello sforzo
campionario necessari alla rilevazione precoceadeiicolazione virale. Questo
poiché alla staticita del calcolo applicato nelfama fase dello studio statistico il
modello contrappone una elaborazione dinamica,tieme conto delle modifiche
nel tempo del numero di individui recettivi ed ittfe del’andamento tipicamente
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epidemico della prevalenza virale. L'importanzalalsbrveglianza passiva emersa
in entrambi i metodi statistici utilizzati € comnfesta dai dati ricavati dal
monitoraggio della circolazione del virus HSN1 sala europea, che riportano per
il 2006 una percentuale degli isolamenti ricondilkeibd animali rinvenuti morti o
malati pari al 97,5%.

Analizzando anche i risultati del calcolo della sbitita della variabilePROBalle
variazioni di alcuni parametri inseriti nel modelg nota come il parametro
indubbiamente piu importante nell'influenzare lakpabilita di rilevamento della
circolazione virale nella popolazione indagatatasiso di letalitd. Se per variazioni
del tasso di letalita comprese tra il 50% e il 4@%ariabilePROBrimane assestata
su valori vicini a 0,001 (che si traduce in unahatailita di rintracciare il virus su
1.000 volatili testati), con un tasso di letalitaripal 30% la probabilita di
evidenziazione di positivita si riduce di 5 voleesi avvicina a valori prossimi allo
zero per tassi di letalita inferiori al 20%.

Le chiavi di volta per determinare la riuscita o fdllimento dell’attivita di
sorveglianza per il rilevamento precoce dellintee da virus HPAI H5N1 si
rivelano cosi due: il fattore tempo, che condizinfinestra utile al rilevamento dal
momento dell’introduzione del virus in una meta-plegione recettiva, ed il fattore
mortalita che, seppur per un periodo breve, rensigodibili una quota di soggetti
positivi che muoiono a seguito dell'infezione e tdogscono una proporzione
elevata (quasi il 70%) del totale degli uccellva morti.

Risulta evidente come un’attenta valutazione débreada attribuire al tasso di
letalita e delle conseguenze della variabilita wesjo parametro sui risultati della
sorveglianza siano indispensabili a definire leltscstrategiche migliori per una
pronta identificazione dell'introduzione del viruspopolazioni selvatiche.

Se per un tasso di letalita pari al 50% (meta dadividui infetti muoiono entro 4
giorni dal contatto con il virus) il tempo utile pattuare il campionamento ed avere
una probabilita di individuare il virus tra i sodiecampionati e limitato ad una
ventina di giorni (vedi figura 33 nel Capitolo pegente), variazioni del tasso di
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letalita hanno ripercussioni non tanto sul valoefladprevalenza virale, quanto sul
profilo della curva epidemica descritta dall'infeae, e sulla possibilita di
persistenza dell'infezione. Da un punto di vistatgmale, se da un lato allaumento
del tasso di letalita corrisponde un’estinzionel'idédzione in tempi piu rapidi,
riducendosi lintervallo temporale utile alla soglienza, dall’altro aumenta il
numero di individui morti o malati disponibili pdrcampionamento, e fonte certa
di isolamento virale. Purtroppo le informazionilawirulenza da virus H5N1 in
specie selvatiche sono scarse, limitate a studirspatali ed il tasso di letalita reale
associato ad un’infezione di campo e influenzato rdalte variabili, quali
I'eterogeneita dei patotipi coinvolti e la parzialepertura immunitaria che puo dar
luogo a infezioni subcliniche o a tassi di letatitdotti (Sturm-Ramirezt al, 2005).
Poiché I'obiettivo finale e la valutazione di uragka di rilevamento della presenza
dell'infezione, che permetta di valutare in quabndizioni sia effettivamente
possibile attivare un sistema di allerta rapidegusto dell’'introduzione del virus in
popolazioni selvatiche e prevenirne la diffusioaé gollame domestico, ad altre
specie animali, ad altre popolazioni selvatichiejivela utile definire diversi quadri
epidemiologici caratterizzati da una diversa eftfiaalelle misure di sorveglianza.
Interrogando il modello riguardo 'andamento deinawo di animali morti a seguito
dell'infezione per diversi tassi di letalita in pmazioni di diverse dimensioni, e
sovrapponendo a questo dato lindicazione della FAguardante il numero
minimo di uccelli rinvenuti morti nella stasse lttzache hanno alte probabilita di
rilevazione dell'infezione da virus HPAI H5N1, shriclude che nelle popolazioni
piccole, al di sotto dei 1.000 individui, la rilesiane dell'introduzione del virus
risulta improbabile, anche con tassi di letaliavate(50%). Con tassi di letalita piu
bassi (10%, 30%) muore a seguito dell'infezionenuimero utile all’attivazione
delle misure di allerta solo in meta-popolazionimauwose (10.000, 20.000
individui). Questa constatazione porta a ipotizzelne nelle sub-popolazioni piu
piccole il virus HPAI H5N1 potrebbe essere intradpinfettare un numero basso di
animali, causare la morte di pochi individui edregiersi, o essere veicolato da uno
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0 piu volatili su distanze piu o0 meno lunghe, sealzana possibilita di rilevazione
da parte delle attivita di monitoraggio. Ancora,nnoi sarebbero possibilita di
rilevazione dell’introduzione del virus nel cass@Ppresentasse una virulenza nei
confronti delle specie selvatiche minore rispettpualla attesa, provocando bassi o

nulli livelli di mortalita e rendendo inefficaci lmisure di sorveglianza passiva.

Considerando che lo scopo ultimo dell’analisi e ligudi definire i tempi e le
modalita con i quali I'attivazione di misure di g8eglianza si rivela efficace alla
rapida rilevazione del virus H5 nelle popolazionvdlatili selvatici, dal modello di
simulazione sono stati ricavati e messi in relagidntempo di rilevazione di
almeno un soggetto infetto e valori variabili dgblercentuale di campionamento
(per meta-popolazioni di 10.000 individui) e delthmansione della meta-
popolazione oggetto del campionamento (per unaeparale di campionamento
pari al 2%). Nel caso di infezioni da virus LPAltdmpo di rilevamento attraverso
la raccolta e 'esame di volatili trovai morti (seglianza passiva) viene fortemente
influenzato dalla percentuale di campionamentanf@anando solo un 10% del
totale degli animali morti, la tempistica per riége un positivo si dilata fino a oltre
700 giorni), mentre le variazioni subite dal tenmazessario ad una prima diagnosi
per mezzo di attivitd di sorveglianza attiva al iaae della percentuale di
campionamento sono minori (figura 39a). Malgradesfo, i tempi di rilevazione,
con percentuali di campionamento realistiche, taswd lunghi: campionando
dall'’1% al 3% del totale dei volatili abbattuti atturati il tempo di rilevazione varia
dai 40 ai 125 giorni, si abbassa sotto i 20 gicon percentuali di campionamento
superiori al 6%, che pero si traducono in una dsmere del campione da
sorveglianza attiva maggiore di 9.000 volatili atiho.

La dimensione della popolazione da campionare enfta significativamente |l
tempo di rilevamento dell'infezione LPAI nel casbadmunita inferiori ai 1.000
individui (il tempo per rilevare un positivo € sujpee ai 400 giorni), mentre con le
attivita di sorveglianza attiva in sub-popolaziocostituite da piu di 10.000
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permettono di rilevare il virus entro 36 giornigfira 39b).
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Fig. 39 - Effetto di variabili percentuali di campiamento (a) e numerosita
della popolazione (b) sul tempo minimo di rilevarwedella circolazione di
virus LPAI.

Nell'infezione da virus HPAI H5N1, il dato piu impgante che la simulazione
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restituisce e quello per cui le variazioni nellageatuale di soggetti campionati e
nella dimensione della sub-popolazione oggettadaipionamento non influiscono
significativamente sulla tempistica di evidenzia®odi positivita attraverso la
sorveglianza passiva (figure 40a e 40b). La raacoéti volatili rinvenuti morti o

malati si conferma il mezzo piu efficace per laevdzione precoce della
circolazione di virus ad alta patogenicita, entnointervallo compreso tra uno e tre
giorni per percentuali di campionamento varialvdi 1% e 10%, e con tempistiche
inferiori ai 5 giorni per sub-popolazioni costiwitda piu di 1.000 individui, ed

inferiore al mese di campionamento per sub-popohazli dimensioni minori.
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Fig. 40 - Effetto di variabili percentuali di camopamento (a) e numerosita
della popolazione (b) sul tempo minimo di rilevartedella circolazione di
virus HPAI.
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5.4 QUALE SORVEGLIANZA PER L’INFUENZA AVIARE
NELL'AVIFAUNA SELVATICA?

La raccolta di dati di migliore qualita, e la nat# dei risultati positivi e negativi
della sorveglianza dell'influenza aviaria (Al) siglano cruciali per comprendere i
parametri dell'infezione, le possibili vie di tramsione, e il potenziale impatto
sulle popolazioni di uccelli migratori (Butler, 280 Queste informazioni possono
essere utilizzate per concentrare gli sforzi nes@ali un’emergenza epidemica, per
prevedere I'evoluzione futura dell'infezione, e peientare scelte politiche efficaci
per ridurre I'impatto economico e il rischio perdanservazione delle popolazioni
selvatiche rappresentati dall'influenza aviare.

L’analisi dei risultati delle attivita di sorveghaa in Italia e nel mondo rende
evidente come quasi tutti gli uccelli positivi allb HPAI siano stati trovati morti o
malati, quindi rilevati attraverso misure di sorlfagza passiva, ma anche che non
vi € alcuna possibilita di indagare in maniera appata I'ecologia del rapporto tra
virus e specie ospiti, e quindi di identificaresigecie serbatoio, se non attraverso
una intensa sorveglianza attiva su animali viviratai a specie ad alto rischio e
coinvolgendo un numero di campioni elevato.

Se per linfezione da virus LPAI le conoscenze aiglo I'epidemiologia ed i
rapporti ecologici tra virus e specie selvatichenrtta identificato il serbatoio
epidemiologico del virus negli uccelli acquaticigratori, le informazioni raccolte
nel corso dei focolai da virus H5N1 HPAI necessitah ulteriori analisi per
migliorare le conoscenze dei fattori che ne inflzaero I'epidemiologia negli uccelli
selvatici.

Proprio per la carenza di informazioni riguardopiteemiologia del virus HPAI
H5N1 nelle popolazioni di volatili selvatici e l@mrseguente difficolta nel definire
strategie mirate all'identificazione della circalaze virale in specie o aree
particolarmente a rischio, un sistema di sorvegkaafficace dovrebbe prevedere

una combinazione di sorveglianza attiva e passivabérti e Newman, 2007).
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Questo fornira il miglior approccio possibile pevaurilevazione precoce di HPAI

H5N1 e per verificare la presenza del virus in gr@enzialmente endemiche.

Queste osservazioni, supportate dai risultati atiedall’elaborazione statistica

sviluppata nel presente progetto, portano a deknema serie di azioni utili a

migliorare le conoscenze sull’'epidemiologia della malattiainduad aumentare

I'efficienza del sistema di sorveglianza attuato:

Implementazione dei programmi di osservazione eitoi@ygio negli habitat
chiave per l'avifauna selvatica per rafforzare ibmitoraggio quotidiano o
settimanale dei soggetti morti e facilitare la @tz e I'analisi di carcasse
fresche. Questa forma di monitoraggio richiede queake con una formazione
minima, un meccanismo di raccolta e di archiviagiodei dati ed il
coordinamento con i servizi veterinari per usugudr un supporto diagnostico.
Questo livello di sorveglianza puo essere esegodp relativa facilita in
gualsiasi circostanza. Una formazione ulteriore pleisonale coinvolto nei
programmi di monitoraggio puo fornire I'opportunitaregistrare informazioni
aggiuntive quali la presenza e I'assenza dellergésepecie nell’arco dell’anno,
il numero di individui, dati ecologici e comportantali, la variabilita delle
condizioni ambientali, e la presenza di altre mi@atelle popolazioni osservate.
Se le risorse finanziarie sono limitate, gli sfodovrebbero essere concentrati
sui soggetti malati o morti, per aumentare la pbiia di trovare 'HPAI H5N1
in habitat selezionati dove coesistono fattoriigttio aggiuntivi.

Basandosi sulle conoscenze sulla situazione epadegica internazionale di
HPAI H5N1, si dovrebbe approntare un’attenta anaks dati di morbilita e
mortalita nelle popolazioni selvatiche nelle zoma&siderate a rischio. Le aree
ecologicamente collegate a recenti focolai infagnnel pollame, a casi singoli
di mortalita in specie ad alto rischio (principalme Anseriformi e Caradriformi)
dovrebbero essere sottoposte a monitoraggio. $adi fa disposizione sono
limitati, si potra limitare le indagini diagnostiehalla ricerca del solo virus
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HPAI H5N1. Infine, per avere un quadro completd’deblogia del virus HPAI
H5N1 nelle aree endemiche o sede di focolai & sades includere nel
monitoraggio le specie “ponte”, come colombi, stoqmasseri, rondini, per
indagare la potenziale trasmissione tra la regjta-aootecnica e le zone umide.
E’ auspicabile lo sviluppo di una rete di comunioae efficace per riportare i
dati epidemiologici collegati ad una potenzialdugifone del virus.

= Se e disponibile personale esperto nella cattun@la manipolazione di uccelli,
la sorveglianza dovrebbe essere condotta su uaaelii e vivi, utilizzando i
principi sottolineati nella precedente sezione, phevedono: una prevalenza
virale minore dell1%; tamponi tracheali (o tamporo-faringei nelle specie piu
piccole) uniti a tamponi cloacali raccolti su tugfii individui; la raccolta di
campioni deve avvenire nelle stagioni nelle quajptobabilita di trovare il virus
€ maggiore; se € necessario campionare uccelliaicgul monitoraggio deve
focalizzarsi sulle zone umide che contengono pid.800-1.500 individui (da
Guberti et al., 2007); se possibile, e utile campare gli habitat adiacenti agli

allevamenti avicoli, o le specie che transitandiretpvamenti.

Campionamento su animali trovati morti o feriti

Il campionamento degli uccelli malati o morti giéelato il metodo piu efficace per
la rilevazione rapida della presenza del virus H5Nfora, gli isolamenti del virus
H5N1 sono stati effettuati quasi esclusivamente uccelli selvatici morti,
nonostante il campionamento di molte decine di iaigldi uccelli selvatici sani in
Europa, Asia, Nord America e Africa. La debolezzguksto approccio e che, per
definizione, la sorveglianza passiva non é utile iadividuare i portatori
asintomatici della malattia. Sebbene gli eventibiaho dimostrato che una vasta
gamma di specie di uccelli selvatici possono essalpati da virus H5N1, le attivita
di sorveglianza dovrebbero concentrarsi sulle gpéciacquatici poiché sono il
gruppo maggiormente colpiti nei focolai di H5N1 wiccelli selvatici in Cina,
Mongolia, Azerbaijan e la Germania (L&t al 2005, Cheret al 2005). Zone con
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elevate densita di uccelli acquatici dovrebberessonitorate regolarmente per
rinvenire le carcasse di uccelli morti. L'intensital monitoraggio dovrebbe essere
aumentata durante i periodi migratori in siti lurlgaotte migratorie. Anche se non
vengono trovati uccelli morti, € comunque imporgan¢gistrare la posizione, la
consistenza degli uccelli di ciascuna specie, hewale presenza di animali
inanellati, in modo da poter quantificare lo sfordbo monitoraggio profuso ed
accrescere le conoscenze riguardo i movimenti nugra la distribuzione delle
specie selvatiche. Inoltre puo essere utile cogem in questa forma di
monitoraggio associazioni ornitologiche, escurgbnstudenti volontari, con una
educazione mirata ai comportamenti da seguireass del rinvenimento. Questo e
particolarmente importante nel caso in cui, come sierificato in Europa nelle
recenti epidemie, nei focolai sono stati coinvattibasso numero di uccelli in zone
ad elevata densita.

Nell'attesa che ulteriori indagini possano sveléesistenza di specie serbatoio e
che sia di conseguenza implementata una sorvegliairata verso queste specie, si
mantenere e supportare adeguatamente una sonzzgpassiva su larga scala é di
grande importanza per l'identificazione precoceintiioduzione di H5N1 HPAL.
Un’implemetazione della sorveglianza passiva putsistere in un’intensificazione
delle attivita quali sopralluoghi regolari negli i@t frequentati dagli uccelli
selvatici migratori, ma anche in un aumento delforz® di informazione al
pubblico. Mantenere viva l'attenzione dell'opinionibblica incoraggiando la
condivisione delle informazioni, come fornire ma@irone e supporto al personale

coinvolto, risulta di fondamentale importanza.

Campionamento su animali sani catturati
Il campionamento su animali sani si rivela utileadutare la circolazione virale a
basse prevalenze e ad identificare i ceppi cintblgsia ad alta e che a bassa
patogenicita). Questa forma di monitoraggio deglcalli sani pud servire ad
identificare ceppi del virus H5N1 che non danndasiti né mortalita, e le specie
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selvatiche che possono esserne serbatoio. Tuttpwesto metodo non puo imporsi
come un mezzo efficace a causa delle grandi dimendel campione necessario
per essere sicuri di un risultato negativo. Finsmd due studi hanno dimostrato la
presenza di HS5N1 in volatili selvatici sani (Kouet al 2005,
Chenet al, 2006).

Il campionamento dovrebbe riguardare sia le spaaigatorie e sia quelle stanziali,
poiché i movimenti di dispersione delle specie Siderate 'sedentarie’ possono
contribuire alla diffusione della malattia entroaucerta distanza, come e accaduto
nel corso del focolaio tra i cigni realCygnus oloy in Europa. Tali movimenti di
dispersione sono meno prevedibili di quelli migrateri e propri e possono essere
influenzati da condizioni climatiche estreme, codaé freddo intenso o da periodi
di siccita, o di altri importanti cambiamenti netiaalita dell'habitat (Scott e Rose,
1996).

Per investigare I'epidemiologia di H5N1 HPAI negiccelli selvatici e inoltre
importante intensificare la sorveglianza nelle adse sono stati raccolti gli
animali infetti. Indagini di campo integrate (checludano la raccolta di dati e
informazioni sulle specie e sulle popolazioni préBenelle aree dove l'infezione e
stata identificata puo rivelarsi molto utile a quescopo (Guberti e Newman, 2007).
Tale sorveglianza mirata in risposta al verificagsi un focolaio negli uccelli
selvatici puo rivelarsi utile a chiarire il ruolgidemiologico di alcune specie (ad
esempio ricordiamo il ruolo dei cigni nell’epidendal 2006), oltre ad indagare |l
ruolo di possibile ponte biologico di alcune speriemodo da poter elaborare
efficaci misure di biosicurezza utilizzabili dagillevamenti di pollame (come
raccomandato da EFSA e richiesto dalla legislazeamepea 2005/734/EC).

Alcune specie, quali svassi, marangoni ed anatgrafondita, benché campionati
in piccoli numeri, si sono dimostrate piu frequemémte infette rispetto ad altre
specie, evidenza attribuibile a diversi fattoriatjwecettivita, tipo di esposizione e
caratteristiche comportamentali (Guberti e Newn289,7).

Anche gli uccelli rapaci possono considerarsi upatd di sorveglianza utile
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all'identificazione di Al per il contatto con moltspecie di uccelli morti
potenzialmente infetti sui quali si nutrono. Ineltr rapaci diurni Falconiforme$ e
notturni Strigiforme$ hanno mostrato una percentuale di positivita &lHBIPAI
proporzionalmente alta, cosi che risulta auspiedailoro inclusione in futuri piani
di monitoraggio quale mezzo di sorveglianza.

Al contrario, le anatre, mentre sembra giochino wmolo importante
nell'identificazione di LPAI, sembra abbiano menalore nella sorveglianza per
I'infezione da H5N1 HPAI, come un basso numero idis/ influenzali sono stati
rinvenuti nei Passeriformes, nei piccioni e nepaodabi, attribuendo a queste specie
poca importanza nella sorveglianza.

La cattura degli uccelli e un’attivita costosa ehiede tempi lunghi, e tali
limitazioni sono particolarmente gravose nei Paestui scarseggiano le risorse
finanziarie e I'esperienza. In questo senso ristdtedamentale il supporto e la
consulenza di organizzazioni internazionali coBellife International Wetlands
Internationalo il Wildfowl and Wetlands Trust

Poiche la prevalenza virale nelle popolazioni détha puo essere molto bassa,
dovrebbero essere oggetto di campionamento un mumelto elevato di individui
per escludere la presenza di H5N1. | recenti focwd’Isola di Rugen, Germania,
hanno coinvolto un’area con una densita di uc@fuatici molto elevata. Degli
oltre 4.000 uccelli trovati morti, il 3% e risultatpositivo per H5N1. Gli oltre
10.000 volatili sani testati nelle zone vicine agRi Island sono risultati negativi,
suggerendo la trasmissione della malattia con thssfezione molto bassi.

Poiché non si conosce una prevalenza di infeziottesag Iintensita di
campionamento dovrebbe conservativamente esseratamalla rilevazione di
almeno un individuo positivo assumendo una prewaenolto bassa (i.e. 0,5%).

Questo presupposto richiede spesso un campiorrartiigdimensioni.

Campionamento degli uccelli apparentemente sanatibb
| cacciatori possono contribuire alle attivita djilanza prelevando campioni dagli
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uccelli abbattuti. Questo approccio presenta divdmmiti, tra i quali la
constatazione che la salute dei volatili prima 'debattimento non pud essere
valutata, la mancata possibilita di ripetere leliahaullo stesso soggetto, e non di
minore importanza il forte disturbo che lo spareceea alle popolazioni, e che
potrebbe causare spostamenti improvvisi e imprévedii volatili infetti e la
diffusione dell'infezione (Madsen e Fox, 1995). Ausa di queste e di altre
debolezze connaturate a questo tipo di campionamegoverni non dovrebbero
utilizzare questo metodo come l'unico mezzo di gamgmento e non dovrebbe
sostenere un aumento della quota di prelievo dellicacquatici con ['attivita
venatoria per incrementare la sorveglianza delligriza aviare.

| cacciatori dovrebbero essere addestrati al fingagantire una certa uniformita

nelle metodiche di raccolta e di registrazionenébimazioni e campioni.

Chiaramente tutte le considerazioni appena esostieriscono allo stato attuale
delle conoscenze sull'infezione da virus HPAI H5hHi volatili selvatici, ancora
scarse e incomplete. L'efficacia del campionamgnto essere significativamente
incrementata nel caso esista e sia identificateaubatoio selvatico del virus HPAI
H5N1, e quando il coordinamento globale e lo scanmthiinformazioni possano
indirizzare il monitoraggio verso certe macro-areespecie sulla base della
distribuzione spaziale e della situazione epideogick del virus HPAI H5N1.

Tali informazioni sono in grado di migliorare largeglianza a livello locale,
specialmente nella selezione delle specie a risaietia definizione di corrette
dimensioni campionarie, e nell'individuazione deltagione adatta. Le attuali
strategie di sorveglianza per HPAI H5N1 che coigeab molte localita, ciascuna
con una ridotta intensita di campionamento, possomo rilevare uccelli infetti
perché la prevalenza di infezione € molto basgg, iadividui campionati possono
non appartenere alla stessa popolazione.

Solo una sorveglianza regolare e ripetuta di hblatdatti avra la sensibilita
sufficiente a verificare episodi di mortalita e @# possibilita di prelevare soggetti
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moribondi e carcasse fresche dove e maggioreolzapilita di isolare HPAI H5N1.
Altri programmi attualmente in corso, quali il mtoraggio degli uccelli spiaggiati,
nei centri di recupero, 0 associati all’attivita iianellamento, possono senza
dubbio procurare campioni senza costi aggiuntiypatio che le specie campionate
siano appropriate per la ricerca di HPAI H5N1. Qeemrme di sorveglianza
passiva sono opportunistiche e sfruttano progradimonitoraggio preesistenti.

| programmi di campionamento attivo mirato svilupppia Comunita Europea, FAO,
CWS, USGS, USFWS e GAINS sono possibili solo greaiein significativo
impegno finanziario. Malgrado questo, nessun pragra di sorveglianza attiva
puo garantire una rilevazione precoce della cimolee di HPAI H5N1 se
I'infezione negli uccelli selvatici € sporadica a prevalenza molto bassa. |
programmi di sorveglianza sono in grado di idecdife la malattia solamente
guando l'infezione e presente a livelli rilevabéid anche in questo caso, il successo
del piano dipende da una combinazione di fattarglig parametri epidemiologici
del virus, la dimensione della popolazione, e édita del campionamento.

La conferma dell’esistenza di un serbatoio seleatécla possibilita di identificare
fattori in grado di favorire la diffusione del veunfluenzale, come le modificazioni
ambientali di origine antropica, la conduzione egoica intensiva, o la pressione
selettiva che rende dominanti ceppi virali adatt@tisopravvivere in ambienti
modificati (Morse, 1993; Schragg e Wiener, 199bY)j\w&lano passi fondamentali
nel controllo e nella gestione dellemergenza rapentata dal virus HPAI H5N1.
Le condizioni ambientali, agro-zootecniche ed egicloe inoltre influenzano i tassi
di infezione della malattia, la probabilita di tnsissione, e di mantenimento e
persistenza del virus. Una volta che i fattori dchio vengono identificati con
certezza, corrette decisioni gestionali, includeqgdelle specifiche per aumentare la
biosicurezza, possono minimizzare la diffusiondladehalattia nelle popolazioni

animali domestiche, selvatiche e nell’'uomo.
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CONCLUSIONI

In una definizione generica, la sorveglianza inell@a raccolta sistematica di dati
riferiti ad una malattia in una popolazione, 'edafizione di questi dati, e la
diffusione delle informazioni ottenute a chiunqueeabbia bisogno. La definizione
classica comprende due approcci e se applicatafispgamente all'infezione da
virus dell'influenza aviare, comprende una sonagia passiva (che consiste nel
campionamento opportunistico da varie fonti, sge@ate in relazione agli eventi
di morbilita e mortalita) ed una sorveglianza at{cioeé un campionamento mirato
all'evidenziazione della specifica malattia o ageetiologico). Il campionamento
passivo presenta il vantaggio di poter sfruttar@eg@mmi pre-esistenti di
monitoraggio o fonti diverse per reperire campidaiuccelli selvatici, quali centri
di recupero, giardini zoologici, piani di monitotag dei soggetti spiaggiati. |
campioni cosi raccolti non derivano da un numemdaterminato di individui, né
da particolari specie o gruppi di specie. Al comtrai programmi di sorveglianza
attiva garantiscono un certo livello di definizioreun pre-determinato livello di
accuratezza. Inoltre, se si € dimostrato che l@vizihzione della presenza di virus
HPAI H5N1 sia possibile solamente attraverso uafisificazione delle misure di
sorveglianza passivapn vi & alcuna possibilita di identificare le sipeserbatoio se
non attraverso una intensa sorveglianza attivansmadi vivi, mirata a specie ad
alto rischio e coinvolgendo un numero di campidevato.

Una riflessione va quindi dedicata alla valutaziatiequando, in generale, sia
conveniente applicare una forma di sorveglianzgpettse ad un’altra. La
sorveglianza passiva risulta piu efficiente di ¢uelttiva in qualsiasi caso in cui
I'infezione sia associata a sintomi clinici evidesb ad un tasso di letalita elevato,
oltre ad un alto livello di allerta di allevatodperatori sul campo, servizi veterinari.
La sorveglianza attiva invece € indispensabile peonitorare infezioni
asintomatiche, che non causano mortalita, e nal gasui il livello generale di

allerta sia basso, ed e quindi da preferire psofaeglianza di infezioni endemiche,
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croniche, ed in particolare per valutare non s@ousa malattia € presente, ma
anche con quali caratteristiche circola all'interthella popolazione ospite (stima
non solo qualitativa, ma anche quantitativa). Laveglianza attiva non puo
sostituire quella passiva, se non impiegando resarsane e finanziarie enormi per
la raccolta di campioni di grandi dimensioni.

Da queste considerazioni, emerge come una formaodieglianza non possa
rimpiazzare I'altra, ma una combinazione efficacsaiveglianza attiva e passiva si
imponga come strategia vincente soprattutto ned dasnfezioni caratterizzate da
un’epidemiologia complessa come quella da virukiemzali nelle popolazioni di
volatili selvatici.

Considerando che informazioni rilevanti sono twtmsufficienti alla definizione di
programmi di sorveglianza per HPAI H5N1, e chetesis effettivi limiti logistici e

di finanziamento, un approccio che faccia ricorsostaumenti statistici di
valutazione e previsione dell’effiacacia delle\até di monitoraggio intraprese si
rivela di primaria importanza per indirizzare ibpesso decisionale ed utilizzare al
meglio le risorse disponibili.

L’analisi effettuata, che ha incluso diversi liveli elaborazione dei dati ed una fase
di simulazione dei diversi scenari epidemiologitiraverso I'utilizzo di modelli
matematici, ha tentato di fornire criteri oggettper la valutazione dei sistemi di
sorveglianza tuttora in essere in ltalia ed Euragpdj giungere a conclusioni sul
possibile sviluppo di un sistema di sorvegliandacate per la rilevazione precoce
della circolazione del virus nelle popolazioni sgighe.

In prospettiva, il metodo di lavoro utilizzato, copportune modifiche e possibilita
di sviluppo, ad esempio attraverso l'inserimentdl'@laborazione di variabili
spaziali, puo essere esteso allo studio dei sistémionitoraggio di altre infezioni
della fauna selvatica, supportando con una tetatgsticamente validata le scelte
strategiche operate nella fase di pianificazioneoerdinamento delle attivita di

sorveglianza a livello nazionale ed internazionale.
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APPENDICE |

Elenco delle specie di volatili selvatici a piucatischio di introduzione del virus

H5N1 nella Comunita europea.

Nome comune Nome scientifico
Cigno minore Cygnus columbianus
Cigno selvatico Cygnus cygnus

Cigno reale Cygnus olor

Oca zamperosee Anser brachyrhynchus
Oca granaiola Anser fabalis

Oca lombardella Anser albifrons albifrons
Oca lombardella minore Anser erythropus

Oca selvatica Anser anser

Oca facciabianca Branta leucopsis

Oca colombaccio Branta bernicla

Oca collorosso Branta ruficollis

Oca canadese Branta canadensis
Fischione Anas Penelope
Alzavola Anas crecca
Germano reale Anas platyrhynchos
Codone Anas acuta

Marzaiola Anas querquedula
Mestolone Anas clipeata

Anatra marmorizzata Marmaronetta angustirostris
Fistione turco Netta rufina
Moriglione Aythya ferina

Moretta Aythya fuligula
Pavoncella Vanellus vanellus
Piviere dorato Pluvialis apricaria
Pittima reale Limosa limosa
Combattente Philomachus pugnax
Gabbiano comune Larus ridibundus
Gavina Larus canus
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Elenco dei volatili che vivono in prossimita dellpasne domestico

Nome comune

Nome scientifico

Probabilita di
contatto con il

pollame

Gruppo 1: specie strettamente collegate alla prodiane di pollame in Europa

Oca domestica

Germano reale dom.

Anatra muta dom.
Piccione selvatico

Passero domestico

Anser anser domesticus

Anas platyrhynchos
Cairina moschata
Colomba livia

Passer domesticus

Elevata
Elevata
Elevata
Elevata

Elevata

Gruppo 2: specie che nel nord Europa possono condikere con il pollame domestico gl

stessi terreni di allevamento

Piviere dorato

Pavoncella

Gabbiano comune

Gavina
Gabbiano reale
Colombaccio
Tortora dal
orientale
Fagiano
Alaudidi
Calandro
Cutrettola
Cesena

Tordo sassello
Gazza
Taccola

Corvo comune
Cornacchia
Corvo imperiale

Storno

collare

Pluvialis apricaria
Vanellus vanellus
Larus ridibundus
Larus canus
Larus argentatus

Colomba palumbus
Streptopelia decaocto

Phasianus colchicus

Alauda & Galeridaspp.

Turdus pilaris
Turdus iliacus
Pica pica

Corvus monedula
Corvus frugilegus
Corvus corone
Corvus corax

Sturnus vulgaris
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Bassa
Media
Elevata
Elevata
Bassa

Elevata

Elevata

Elevata
Bassa
Bassa
Media
Media
Media
Elevata
Elevata
Media
Media
Bassa

Elevata



Storno nero Sturnus unicolor Elevata

Passero domestico Passer domesticus Elevata
Passero mattugia Passer montanus Elevata
Fringillidi Media
Emberizidi Miliaria, Emberizaspp. Media

Gruppo 3: specie che nel nord Europa possono condlilere con gli uccelli acquatici

domestici le stesseone umide

Egretta Egrettaspp Bassa
Airone Ardeae altre spp. Media
Cormorano Phalacrocorax carbo Media
Cicogna Ciconiaspp. Bassa
Cigno reale Cygnus olor Media
Oca selvatica Anser anser Media
Oca canadese Branta canadensis Bassa
Anatra Anas & Aythyaspp. Bassa
Germano reale Anas platyrhynchos Elevata
Folaga Fulica atra Media
Gallinella d’acqua Gallinula chloropus Media
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APPENDICE I

Campionamento per influenza aviare nei Paesi Eunaglecorso del 2007 con dettaglio

sulla percentuale di campioni provenienti da speciealto rischio (HRS), sorveglianza

attiva, passiva o sconosciuta (Foritip://www.eurosurveillance.oyg

Stato Numero HRS sorveglianza sorveglianza sorveglianza di
membro ucc.elli _ campionate attiva passiva tipo _
campionati sconosciuto

AT 542 50,6% 38,9% 60,1% 0,9%
BE 2879 67,4% 97,5% 2,5% 0,0%
BG 268 21,6% 64,6% 33,2% 2,2%
CY 272 4,4% 32,0% 54,4% 13,6%
Ccz 404 84,2% 1,0% 99,0% 0,0%
DE 23949 54,5% 68,8% 30,1% 1,1%
DK 4844 70,1% 94,8% 5,2% 0.0%

EE 86 66,3% 68,6% 31,4% 0.0%

EL 951 23,6% 53,1% 46,9% 0.0%

ES 8199 26,6% 69,9% 27,9% 2,2%
FI 283 51,9% 81,3% 18,7% 0.0%

FR 2081 79,9% 55,7% 44,3% 0.0%
HU 693 58,4% 77,3% 22,7% 0.0%

IE 421 77,9% 61,5% 38,5% 0.0%

IT 7160 61,1% 88,4% 11,6% 0.0%

LT 715 92,6% 88,0% 12,0% 0.0%

LU 330 14,5% 79,7% 20,3% 0.0%

LV 534 93,6% 95,5% 2,4% 2,1%
MT 32 87,5% 93,8% 6,3% 0,0%
NL 8446 61,2% 92,5% 7,5% 0,0%
PL 592 41,7% 66,2% 18,4% 15,4%
PT 1219 18,0% 66,8% 33,2% 0,0%
RO 828 12,9% 89,0% 10,9% 0,1%
SO 5044 64,1% 93,2% 6,8% 0,1%
Sl 334 65,3% 68,9% 31,1% 0.0%
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SK 192 33,3% 57,3% 42,7% 0.0%
UK 8094 79,6% 75,9% 24,1% ' 0,0%
EU 79392 57,2% 77,5% 21,7% 0,8%
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