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Introduzione

I Metapneumovirus Aviari (AMPV) sono virus ad RNA appartenenti alla famiglia
delle Paramyxoviridae ed al genere Metapneumovirus. Sono causa nel tacchino di una
infezione delle prime vie respiratorie nota come Rinotracheite del Tacchino (TRT),
mentre nel pollo sono responsabili di forme respiratorie pitt 0 meno lievi, che possono
sfociare nella Sindrome della Testa Gonfia. Sono stati sino ad ora individuati 4 sottotipi
di AMPV (A, B, C e D), distinti variamente fra loro sia dal punto di vista genetico che
biologico e sierologico. I sottotipi A e B sono i piu diffusi a livello mondiale essendo
presenti in Europa, Asia, Centro e Sud America ed inoltre in Aftrica, dove I’infezione ¢
comparsa per la prima volta alla fine degli anni 70 (Gough e Jones, 2008).

In Italia l'infezione si ¢ diffusa a partire dal 1987 (Fabris e D’Aprile, 1990).
Successivamente si ¢ endemizzata nelle Regioni a maggior vocazione avicola, con
prevalenza del sottotipo B (Catelli et al., 2004; Catelli, 2006). Per il controllo TRT sono
utilizzati vaccini vivi attenuati; fra quelli disponibili nel nostro Paese ¢ diffuso 1'utilizzo
del sottotipo B, somministrato nei tacchini da carne, via spray, in incubatoio. E’ stato
dimostrato che ceppi vaccinali possono essere evidenziati tramite RT-PCR fino alla quarta
settimana di eta (Catelli ez al., 2010), associati 0 meno a sintomatologia respiratoria. In
presenza di forme cliniche risulta necessario poter discriminare tra ceppi di campo e di
origine vaccinale.

L’analisi della sequenza del gene G di numerosi ceppi AMPYV sottotipo B isolati in varie
aree geografiche del mondo (Cecchinato ef al., 2009), ha rivelato la presenza, nella sola
sequenza del vaccino B (ceppo VCO3) maggiormente utilizzato in Italia, di un sito di
riconoscimento dall’enzima di restrizione Msel. Tale sito ¢ localizzato nell’amplicone
che si ottiene con il protocollo di RT nested-PCR messo a punto da Naylor ez al. (1997),
e comunemente impiegato in Europa per la diagnosi delle infezioni da AMPV e la
distinzione fra sottotipi A e B.

Basandosi su queste evidenze, ¢ stato messo a punto e testato su alcuni AMPYV isolati
in Italia, inclusi i ceppi precoci isolati da Catelli e al. (2010), un protocollo di PCR-
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) in grado di discriminare fra ceppi
sottotipo B di campo e vaccinali.

Materiali e metodi

1. Ceppi AMPV

Per validare il protocollo sono stati impiegati il ceppo vaccinale AMPV sottotipo B
VCO3 e 10 ceppi di campo del medesimo sottotipo (isolati in Italia dal 1987 al 2009) di
cui due presentavano sito di riconoscimento dell’enzima Mse/ (tabella 1).
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2. PCR-RFLP

2.1. RT nested-PCR

L’RNA virale ¢ stato estratto utilizzando un kit del commercio attenendosi alle
istruzioni del produttore (QIAamp viral Mini Kit , Qiagen). La RT nested-PCR ¢
stata eseguita secondo quanto descritto da Naylor ef al. (1997) e Cavanagh et al.
(1999). 11 prodotto della amplificazione, dopo corsa elettroforetica in gel di agarosio
al 2%, ¢ stato visualizzato mediante colorazione con SybersafeTM DNA gel stainig
(Invitrogen). In presenza di ceppi AMPV appartenenti al sottotipo B si ottiene un
amplificato di 340 pb la cui specificita ¢ stata valutata mediante marker di riferimento
(®X174 RF DNA/Hae 111 Fragments, Invitrogen).

2.2. RFLP

L’enzima di restrizione Msel (sito di riconoscimento > T!TAA®) ¢ stato utilizzato
per digerire i prodotti ottenuti mediante RT nested-PCR. Il protocollo di restrizione,
effettuato in un volume finale di reazione di 20 pl, ha previsto la digestione a 65°C per
2 ore di 5 pl di prodotto di amplificazione con 5 unita di enzima di restrizione. Dopo
la digestione, i frammenti di DNA ottenuti sono stati separati in gel di agarosio e
visualizzati come precedentemente descritto nel paragrafo 2.1. La presenza del residuo
Ain posizione 91 della sequenza nucleotidica del gene G del ceppo vaccinale, fa si che
il prodotto di RT nested-PCR venga tagliato dall’enzima in due frammenti di 300 e 40
pb ciascuno. L’avvenuta digestione enzimatica ¢ stata verificata mediante confronto
col prodotto di PCR non sottoposto a taglio enzimatico ¢ marker di riferimento.

Risultati

Tutti i ceppi AMPYV, sottoposti ad RT nested-PCR sottotipo A e B specifica, hanno
prodotto un amplificato di 340 pb, caratteristico del sottotipo B. Al taglio enzimatico e
successiva corsa elettroforetica, 8 ceppi hanno mostrato bande di dimensione invariate
rispetto al prodotto di PCR; mentre il vaccino e 2 ceppi di campo (IT/Ty/129-08/04 ed
IT/Ty/132-08/04) hanno prodotto una banda di 300 pb, indice dell’avvenuta digestione
enzimatica (figura 1). Non ¢ stato possibile evidenziare il secondo frammento (40 pb)
atteso dal taglio enzimatico.

DISCUSSIONE

Questo lavoro riporta la messa a punto di un protocollo di PCR-RFLP che, testato su
10 isolati AMPYV sottotipo B ed il vaccino del medesimo sottotipo, comunemente in
uso in Italia, ha permesso di discriminare i ceppi di campo dal vaccino e dai ceppi
IT/Ty/129-08/04 e IT/Ty/132-08/04. Catelli et al. (2010), in un precedente lavoro,
avevano dimostrato, mediante analisi filogenetica dei geni G ed F, una strettissima
correlazione fra questi ultimi 2 ceppi ed il vaccino facendo supporre la loro origine
vaccinale. Questo dato andra confermato con futuri studi mediante paragone fra la
sequenza completa dei ceppi in esame e del vaccino.

Il nostro protocollo di PCR-RFLP si basa su una RT nested-PCR specifica per
i sottotipo A e B che ¢ altamente sensibile (Cecchinato ef al., 2004) e gia in uso
in molti laboratori. Esso aggiunge a questa metodica la possibilita di discriminare,
qualora venga evidenziata una positivita per AMPV sottotipo B, I’origine dell’isolato.
Altri autori hanno messo a punto metodiche di laboratorio in grado di identificare
il ceppo AMPYV vaccinale PL21 basandosi, alternativamente, su metodiche di PCR-
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RFLP (Cavanagh et al., 1999) o real-time PCR (Bouley ez al., 2009) disegnate su
tratti del gene F. Questi protocolli, come anche quello riportato nel presente studio, si
basano sulla presenza di una singola mutazione nucleotidica in un tratto specifico del
genoma virale. Cio rende necessario avere a disposizione informazione sui vaccini
impiegati nell’area geografica di provenienza dei campioni diagnostici e verificare
periodicamente I’evoluzione dei ceppi di campo in modo da non incorrere in false
interpretazioni.

La metodica di PCR-RFLP messa a punto permette di discriminare i ceppi di origine
vaccinale in maniera rapida ed economica e costituisce una valida alternativa al
sequenziamento genico, che, sebbene fornisca informazioni piu dettagliate, richiede
attrezzature ancora non disponibili su larga scala, specie nei paesi in via di sviluppo,
e costi piu elevati.
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Tabella 1. Ceppi di AMPV sottotipo B sottoposti a PCR-RFLP.

Nucleotidi in

Nome delceppo A0t - Poszione Riferimento
gene G (5°-3°)

IT/Ty/Vi240/87 1987 TTAG Sperati Ruffoni L. (Lab. “Tre Valli”)
IT/Ty/2a/01 2001 TTAG Catelli et al., 2004
IT/Ck/33°/02 2002 TTAG Catelli et al., 2004
IT/Ck/34°/02 2002 TTAG Catelli ef al., 2004
IT/Ty/129-08/04* 2004 T'TAA Catelli et al., 2010
IT/Ty/129-18/04 2004 TTAG Catelli et al., 2010
IT/Ty/132-08/04* 2004 T'TAA Catelli et al., 2010
IT/Ty/205-16/04 2004 TTAG Catelli et al., 2010
IT/Ck/1348-01/07 2007 TTAG Catelli E. (Universita di Bologna)
IT/Ty/53/09 2009 TTAG Catelli E. (Universita di Bologna)
Ceppo vaccinale

sottotipo B - VCO3* - TTAA -

* ceppi che alla PCR-RFLP che hanno subito taglio enzimatico

Figura 1. Elettroforesi in gel di agarosio di alcuni ceppi di AMPV sottotipo B
sottoposti a PCR-RFLP.

Linea 1: 1T/Ty/205-16/04, DNA prodotto della RT nested-PCR per AMPV;

Linea 2: 1T/Ty/205-16/04, prodotto della RT nested-PCR sottoposto a digestione con Msel;
Linea 3: 1T/Ty/129-08/04, DNA prodotto della RT nested-PCR per AMPV;

Linea 4: 1T/Ty/129-08/04, prodotto della RT nested-PCR sottoposto a digestione con Msel;
Linea 5: Vaccino Ceppo VCO3; DNA prodotto della RT nested-PCR per AMPV;

Linea 6: Vaccino Ceppo VCO3; prodotto della RT nested-PCR sottoposto a digestione con Msel,
Linea 7: DNA Marker.
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