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Flaviviridae
West Nile virus (WNV) 

Flaviviridae
Flavivirus

Bowen, 2011
Monaco et al., 2011
Savini et al., 2012

Lineage 1 e 2 maggiormente diffusi ed
epidemiologicamente importanti



Hubalek and Halouzka, 1999
Komar et al., 2000

Kulasekera et al., 2001



Situazione in Italia

Primo focolaio 1998: Toscana ((PadulePadule didi FucecchioFucecchio))Primo focolaio 1998: Toscana ((PadulePadule di di FucecchioFucecchio))
9 aziende

14 cavalli con sintomi neurologici (6 (6 mortimorti))
NO NO casicasi umaniumani

Lelli, 2002
Lelli et al., 2004
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Casi di malattia neuro invasiva da West Nile in ItaliaCasi di malattia neuro-invasiva da West Nile in Italia
nell’uomo 2008-2012

http://www.epicentro.iss.it



UCCELLI SINANTROPICIUCCELLI SINANTROPICI

Importante ruolo nell’endemizzazione 
e nella diffusione del WNV



PICCIONE PICCIONE ((Columba liviaColumba livia) ) 

Uccello Uccello sinantropicosinantropico cosmopolitacosmopolita

C l i iC l i i bb lili ii t ttt tt ilil dd

••parchi pubbliciparchi pubblici

ColonizzazioneColonizzazione areearee urbane e urbane e ruralirurali in in tuttotutto ilil mondomondo

pa c pubb cpa c pubb c
••piazzepiazze

••zone agricolezone agricole
••scoglierescoglierescoglierescogliere

LINK TRA CICLO URBANO E RURALE (?)(?)



OBIETTIVI PRINCIPALIOBIETTIVI PRINCIPALIOBIETTIVI PRINCIPALIOBIETTIVI PRINCIPALI

VALUTARE RUOLO DEL PICCIONE COME VALUTARE RUOLO DEL PICCIONE COME 
RESERVOIR PER CEPPI ITALIANIRESERVOIR PER CEPPI ITALIANIRESERVOIR PER CEPPI ITALIANIRESERVOIR PER CEPPI ITALIANI

DIFFERENZE NELLA DINAMICA VIRALE DEI 3DIFFERENZE NELLA DINAMICA VIRALE DEI 3DIFFERENZE NELLA DINAMICA VIRALE DEI 3 DIFFERENZE NELLA DINAMICA VIRALE DEI 3 
CEPPI UTILIZZATICEPPI UTILIZZATI



ceppo 12010/0912010/09, isolato dal cervello di una gazza (Pica pica)

ceppo 21412/1121412/11 isolato dal cervello di una civetta sintomaticaceppo 21412/1121412/11, isolato dal cervello di una civetta sintomatica
(Athene noctua);

ceppo 20652/1220652/12, isolato dal cervello di una gazza

Lineage 1Lineage 1



MATERIALI E METODIMATERIALI E METODI

27 piccioni
Alloggiati in gabbie poste in unità di contenimento 

BSL-3BSL 3
Acclimatamento 1 settimana

Osservazioni cliniche per tutta la durata della 
sperimentazione

T0 ( i d ll’i f i ) l t t t PCR USUVT0 (prima dell’infezione): plasma testato per PCR USUV e 
WNV e anticorpi anti-WNV e tamponi cloacale e faringeo 

testati per PCR USUV e WNVtestati per PCR USUV e WNV



4 gruppi4 gruppi4 gruppi4 gruppi

GruppoGruppo A:A: 8 piccioni infettati col ceppo 12010/09

GG BBGruppoGruppo B:B: 8 piccioni infettati col ceppo 21412/11

GruppoGruppo C:C: 8 i i i i f tt ti l 20652/12GruppoGruppo C:C: 8 piccioni infettati col ceppo 20652/12

Gruppo K (controllo): 3 piccioni inoculati col terreno diGruppo K (controllo): 3 piccioni inoculati col terreno di 
coltura

INOCULOINOCULO: 1 mL di MEM contenente 106 TCID50/mL
SC regione inguinaleSC regione inguinale



Da T1 a T23Da T1 a T23

Prelievi ematici dalla vena brachiale in provettePrelievi ematici dalla vena brachiale in provette 
con EDTA

Tamponi cloacali e orofaringei posti in eppendorf 
con PBS antibiotatocon PBS antibiotato



PLASMA PCR PER WNV LINEAGE 1 E TITOLOPLASMA: PCR PER WNV LINEAGE 1 E TITOLO 
ANTICORPALE MEDIANTE SIERONEUTRALIZZAZIONE

SURNATANTE TAMPONI: PCR PER WNV LINEAGE 1 

Plasma e Plasma e tamponitamponi PCRPCR--positivipositivi sonosono statistati titolatititolatipp pp



Competence reservoir index (CRI)Competence reservoir index (CRI)

Stima del numero di vettori infettanti che derivano da ogni 
individuo infetto di una particolare specie

CRI=S*I*D Komar et al., 2003
Diaz et al., 2011

S: suscettibilità, proporzione di uccelli infettati dopo l’esposizione 

I: infettività media giornaliera, proporzione di vettori che si infettano perI: infettività media giornaliera, proporzione di vettori che si infettano per 
giorno dopo un pasto di sangue su un uccello infetto

D: durata giorni in cui gli uccelli mantengono una viremia ritenuta infettanteD: durata, giorni in cui gli uccelli mantengono una viremia ritenuta infettante

Valore soglia viremia infettante: 104.7 TCID50/mL (valori inferiori sono considerati nulli)
Infettività calcolata in accordo con la formula di Kilpatrick et al. (2007)Infettività calcolata in accordo con la formula di Kilpatrick et al. (2007)

I= 0.1349xlog10 (viremia) – 0.6235



NECROSCOPIENECROSCOPIE

Gruppo A sacrificato a T27pp

Gruppo B sacrificato a T30

Gruppo C sacrificato a T35

UN ANIMALE CONTROLLO SACRIFICATO INSIEME AD OGNI GRUPPO UN ANIMALE CONTROLLO SACRIFICATO INSIEME AD OGNI GRUPPO 
SPERIMENTALESPERIMENTALE

PRELEVATI MILZA, RENE, CERVELLO, POLMONE, INTESTINO, CUOREPRELEVATI MILZA, RENE, CERVELLO, POLMONE, INTESTINO, CUORE



SUGLI ORGANISUGLI ORGANISUGLI ORGANISUGLI ORGANI

PCR ISTOLOGIAPCR ISTOLOGIA

IMMUNOISTOCHIMICA
(solo su organi PCR+)

organi PCR-positivi: isolamento



Analisi statisticaAnalisi statistica

titolo anticorpale espresso come il reciproco della massimatitolo anticorpale espresso come il reciproco della massima 
diluizione in grado di inibire l’effetto citopatico (N)

risultati della PCR espressi come numero di cicli termici alrisultati della PCR espressi come numero di cicli termici al 
quale è stato rilevato l’RNA

tit l i l l 10 d ll TCID / Ltitolo virale espresso come log10 della TCID50/mL 

TUTTI I VALORI ESPRESSI COME MEDIA±SEM

Dati analizzati con ANOVA (Graphpad Instat Software, San Diego, CA, 
USA) con post test di Tukey KramerUSA), con post-test di Tukey–Kramer

Valori significativi per P<0.05Valori significativi per P 0.05



RISULTATI E DISCUSSIONIRISULTATI E DISCUSSIONIRISULTATI E DISCUSSIONIRISULTATI E DISCUSSIONI

NO segni clinici di malattia

ANIMALI CONTROLLO
N tit li ti liNo titoli anticorpali

No eliminazione cloacale o orofaringea
No viremiaNo viremia



titolo anticorpale 
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T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20 T21 T22

gazza 09 0 0 0 0 0 10 23 203 70 20 23 14 18 20 15 11 18 21 40 15 23 24 25

civetta 11 0 0 0 0 0 23 25 80 28 30 18 33 10 45 15 73 8,8 43 25 43 23 205 28

gazza 12 0 0 0 0 0 8,8 35 40 65 25 20 23 23 25 20 23 58 28 61 53 30 58 53



Tamponi cloacaliTamponi cloacali

20

25

3030

35CT

40

45

gazza 2009 45 45 45 37,75 32,5 40 36,25 45 41,75 45 45 45 45

i 45 45 45 39 5 32 5 40 36 25 42 25 37 75 39 75 45 45 38 5

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12

civetta 2011 45 45 45 39,5 32,5 40 36,25 42,25 37,75 39,75 45 45 38,5

gazza 2012 45 42,5 36,75 39,25 32,25 36,5 38,25 42,25 43 42,5 45 45 39,5



Tamponi orofaringeiTamponi orofaringei

20

25

30

35CT 35

40

C

45

gazza 2009 45 45 39 5 39 3 39 3 42 3 37 5 45 45 45 45 45 45 45 42 3 45

T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15

gazza 2009 45 45 39,5 39,3 39,3 42,3 37,5 45 45 45 45 45 45 45 42,3 45

civetta 2011 45 45 45 40 33,3 43 36,5 45 45 45 45 45 45 42 45 42,8

gazza 2012 45 45 42,8 41,5 34,8 40,5 40,8 45 45 45 45 45 45 45 45 45



EliminazioneEliminazione viralevirale

Eliminazione orale:
Gruppo A e C 62.5% 

Eliminazione cloacale:
Gruppo A e Gruppo C: 87.5%

Gruppo B 75%Gruppo B: 75%

I l t i l d hi t i PCR iti iIsolamento virale da pochi tamponi PCR-positivi
T2: 1 tampone orofaringeo Gruppo A

T3: 1 tampone cloacale Gruppo AT3: 1 tampone cloacale Gruppo A
T4: 2 tamponi cloacali Gruppo C 



ViremiaViremia
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T0 T1 T2 T3 T4 T5

gazza 2009 0 3,79 5,02 2,79 1,99 0

civetta 2011 0 5,31 5,03 3,31 2,10 0

gazza 2012 0 3 91 5 39 3 22 2 63 0gazza 2012 0 3,91 5,39 3,22 2,63 0

T= giorni post-infezionea,b: p<0,05 R2(CT, titolo virale)=0,775





CRI
Airone guardabuoi 

<0,1 

Nitticora
~0,7 Storno

~0,2

Germano reale
~0,5

Passero oltremontano
~1,3

Kilpatrick et al., 2007



TROPISMO TISSUTALETROPISMO TISSUTALE

RENI E MILZA PCR+

GruppoGruppo A: 4 A: 4 milzemilze e 1 e 1 renerenepppp
GruppoGruppo B e C: 3 B e C: 3 renireni e 2 e 2 milzemilze

ISOLAMENTO NEGATIVO IN TUTTI I CASI



ISTOLOGIAISTOLOGIA

Epatite e nefrite interstiziale in tutti gli animali
(i filt ti li f it i l ll l i)(infiltrati linfocitari e plasmacellulari)

Frequentemente iperplasia linfofollicolare:
18/24 uccelli sperimentali e 1/3 animali controllo

Microfotografia G. Marruchella-G. Di FrancescoMicrofotografia G. Marruchella-G. Di Francesco



Foci di miocardite con linfociti infiltranti l’interstizio in 4/24 

40x

animali infettati (1 in Gruppo A e 3 in Gruppo C)

Microfotografia G. Marruchella-G. Di Francesco



ConclusioniConclusioni
Piccione non sviluppa forma clinica malattia di West Nile

No differenze di ceppo

Ospiti competenti

CRI basso rispetto ad altre specie (Komar et al., 2003; Kilpatrick et al., 2007; 
Guerrero-Sanchez et al., 2011) 

Tuttavia altri fattori da considerare: ecobiologia e popolazioneg p p

WHO WHO ospite amplificatore ideale: specie con un livello ospite amplificatore ideale: specie con un livello 
d t di i i l l t bb d t hd t di i i l l t bb d t hadeguato di viremia, localmente abbondante e che non adeguato di viremia, localmente abbondante e che non 

sviluppa segni clinicisviluppa segni clinici



Questioni aperteQuestioni aperte

Rischio per gli uomini?

H bit t i i i l h b li k id i l i

Rischio per gli uomini?

Habitat piccione sia rurale che urbano link epidemiologico 
tra ciclo rurale ed urbano?

Dati sperimentali da considerare con cautela prima di trarre 

conclusioni riguardanti condizioni che si possono verificare in 

natura
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