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Abstract
Fowl andenoviruses (FAdVs) identifi cation is relevant for epidemiological studies 
and for the adoption of a correct strategy where vaccination is to be used for the 
control of the disease. FAdVs typing is usually performed using PCR coupled with 
either conventional DNA sequencing or restriction enzyme analysis; however both 
methods can be time consuming and/or very expensive to be used as a routine tool. 
In this study PCR and subsequent pyrosequence analysis of the variable hexon L1 
region were assessed in order to rapidly differentiate fowl adenovirus species. The 
results clearly demonstrate that pyrosequence analysis provides a new approach for 
a rapid differentiation and classifi cation of fowl adenovirus that is faster, more cost-
effective and easier to interpret than other techniques commonly used.

Riassunto
L’identifi cazione degli adenovirus aviari del gruppo I (FAdVs) è di notevole 
importanza sia per studi epidemiologici che per l’adozione di corrette strategie 
vaccinali, laddove la vaccinazione può essere impiegata nel controllo della malattia. 
La tipizzazione dei FAdVs è effettuata, in genere, mediante PCR seguita da 
sequenziamento o dall’analisi con enzimi di restrizione (RFLP). Entrambi i metodi 
risultano, tuttavia, molto dispendiosi sia in termini di tempo che economici rendendo 
diffi coltosa la loro applicazione nella routine diagnostica.
Nel presente studio l’amplifi cazione della regione variabile L1 dell’esone seguita 
dal suo pyrosequenziamento è stata valutata al fi ne di consentire una rapida 
genotipizzazione delle specie di adenovirus aviari del gruppo I.
I risultati hanno dimostrato chiaramente che il pyrosequenziamento potrebbe 
costituire un nuovo strumento per identifi care e classifi care i FAdVs in maniera più 
rapida, economica e facilmente interpretabile rispetto alle tecniche comunemente 
utilizzate. 

Introduzione
Gli adenovirus aviari del gruppo I (FAdVs), appartenenti al genere Aviadenovirus 
della famiglia Adenoviridae, sono diffusi in tutto il mondo e sono noti per essere 
causa di ingenti perdite economiche nell’avicoltura. Essi possono sia svolgere il 
ruolo di patogeni secondari nell’associazione con altri microrganismi sia essere 
direttamente responsabili di patologie specifi che quali inclusion body hepatitis (IBH) 
e hydropericardium syndrome (McFerran & Connor, 1977; Christensen & Saifuddin, 
1989; Nakamura et al., 1999; Toro et al., 1999; Hess, 2000; Alvarado et al., 2007).
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I FAdVs sono stati classifi cati in 5 specie (dalla A alla E) a seconda della loro struttura 
molecolare ed ulteriormente suddivisi in 12 sierotipi sulla base dei test di cross-
neutralizzazione (Hess, 2000).
L’esone è la proteina principale del capside virale sulla quale sono localizzati 
i determinanti specifi ci per il gruppo e il sottogruppo (Norby, 1969). Il gene 
dell’esone è costituito da regioni conservate (pedestals), che nella proteina si 
trovano maggiormente verso l’interno del virione, e da regioni variabili (loops), che 
protrudono dalla supefi cie del capside (Roberts et al., 1986; Athappilly et al., 1994) e 
che contengono gli epitopi neutralizzanti tipo-specifi ci (Toogood et al., 1992; Adam et 
al., 1998). A causa dell’interazione con il sistema immunitatio, l’identità di sequenza 
tra regioni variabili di specie differenti è bassa (Sheppard et al., 1995; Crawford-
Miksza & Schnurr, 1996). Il loop 1 (L1) rappresenta la regione maggiormente 
variabile dell’esone ed è nota per essere la più utile per l’identifi cazione ed il 
differenziamento delle specie e dei sierotipi di FAdVs, attraverso l’accoppiamento 
della PCR con il sequenziamento o con l’analisi mediante enzimi di restrizione 
(RFLP) (Raue & Hess, 1998; Hess et al., 1999; Meulemans et al., 2001; Steer et 
al., 2009). Tuttavia tali metodiche richiedono molto tempo, spesso dando risultati di 
diffi cile interpretazione e con un costo per analisi che rende scarsamente effi cace, dal 
punto di vista economico, il loro impiego come strumento diagnostico ruotinario.
Il  pyrosequenziamento è stato impiegato con successo in diversi campi per la 
diagnosi e la genotipizzazione di microorganismi   (Ronaghi & Elahi, 2002; Elahi et 
al., 2003; Swan et al., 2006; Deyde & Gubareva, 2009; Deyde et al., 2009; Quince 
et al., 2009). Sulla base di queste considerazione, lo scopo del presente studio è stato 
quello di sviluppare un metodo rapido di classifi cazione delle specie di adenovirus 
aviari del gruppo I, basato sul pyrosequenziamento di un frammento di 30 paia di 
basi (bp) del loop 1 dell’esone. 

Materiali e metodi
Virus. 22 ceppi di riferimento e 27 virus isolati di campo sono stati fatti crescere su 
monostrati di epatociti (CEL) ottenuti da embrioni di polli SPF di 14 giorni. 
Amplifi cazione del Loop 1 mediante PCR. Sequenze del loop L1 ottenute da 
Genbank sono state allineate utilizzando il software MEGA 4.1 al fi ne di identifi care 
una regione di 30 bp in grado di discriminare le diverse specie di FAdVs. La regione 
conservata a monte di  queste 30 bp è stata utilizzata per disegnare i primer forward 
(FAdV-fw) per la reazione di PCR.
La PCR è stata effettuata utilizzando la coppia di primers FadV-Pyro-fw ed Hexon 
B, quest’ultimo precedentemente descritto (Meulemans et al., 2001), generando un 
amplifi cato di dimensioni comprese tra 740 bp (FADV-4, FAdV-10) e 765 bp (FAdV-5).
Sequenziamento e analisi in Blast. Le sequenze dei prodotti di PCR del loop 1, sono 
stati analizzati tramite ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystem 
Inc.) ed allineate usando il programma Blastn  (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) per confermare l’identità dei ceppi virali. L’analisi fi logenetica delle sequenze è 
stata svolta con l’ausilio del software MEGA 4.1 al fi ne di verifi care il clustering dei 
vari ceppi nelle rispettive specie. Pyrosequenziamento. La reazione di PCR per il 
pyrosequenziamento è stata eseguita impiegando il primer reverse biotinilato (Hexon 
B [Biotag]). I prodotti di amplifi cazione sono stati immobilizzati su biglie di sefarosio 
ricoperte da streptavidina e lavati in una serie di buffers come raccomandato dalla 
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Biotage. I fi lamenti biotinilati di DNA sono stati ibridizzati il primer FAdV-Pyro-Fw 
in una piastra da 96 pozzetti e la reazione di pyrosequenziamento è stata effettuata 
nel pyrosequenziatore (Pyromark ID) seguendo le istruzioni del produttore. Le 
sequenze risultanti sono state analizzate e allineate per omologia a quelle, derivate 
da Genbank, presenti nella librearia “FAdV Library” usando il software IdentiFire 
(Biotage). L’accuratezza delle sequenza ottenute è stata confermata per confronto 
con quelle generate tramite il sequenziamento convenzionale.

Risultati e Discussione
Tutti i campioni testati hanno dato prodotti di PCR delle dimensioni attese in gel 
d’agarosio, senza bande aspecifi che. L’analisi delle sequenze dei ceppi di riferimento 
e degli isolati di campo ha confermato l’amplifi cazione della regione L1 e l’identità 
dei FAdVs analizzati.
I risultati del pyrosequenziamento si sono dimostrati coerenti con quelli derivati dal 
sequenziamento convenzionale e dalla successiva analisi fi logenetica. 
Basandosi su un frammento di 30 bp è stato possibile suddividere tutti i FAdVs 
testati (22 ceppi di riferimento e 27 isolati di campo) nelle corrette specie (A-E) e 
riuscire a tipizzare direttamente numerosi sierotipi (1, 2, 3, 5, 6, 9 e 11), laddove 
la classifi cazione stabilita sulla base dei risultati di cross-neutralizzazione rifl etteva 
l’omologia di sequenza. 
Tra i vari vantaggi del pyrosequenziamento vi è senz’altro quello di essere tollerante 
alle mutazioni. Spesso, infatti, gli isolati di campo presentano delle mutazioni 
nucleotidiche che possono determinare la scomparsa di un sito di restrizione 
nel caso della RFLP o lo shift della temperatura di melting nel caso dell’analisi 
HRM (High Resolution Melting-Curve). Questo può aumentare le diffi coltà 
nell’identifi cazione dei virus e nella loro corretta classifi cazione. Nel nostro studio al 
contrario 27 isolati di campo sono stati analizzati dando altrettante sequenze con una 
accuratezza del 100% entro i primi 30 nucleotidi, grazie alla chimica della reazione 
di pyrosequenziamento.
Partendo dalla reazione di PCR il pyrosequenziamento richiede solo 2 ore per 
ottenere i risultati di 96 campioni, circa metà del tempo necessario per l’RFLP o per 
il sequenziamento convenzionale.
Tenendo conto di tutti i reagenti necessari, i costi stimati per il pyrosequenziamento 
sono circa la metà di quelli della reazione di sequenziamento convenzionale. 

Conclusioni
Studi futuri saranno necessari per valutare le potenzialità del pyrosequenziamento 
per una rapida classifi cazione degli adenovirus aviari del gruppo I direttamente da 
campioni clinici (fegato, trachea, ovidutto per es.). Se l’esame diretto dovessere 
risultare applicabile la tempistica di analisi si ridurrebbe ulteriormente e si potrebbe 
in poche ore identifi care la specie di adenovirus responsabile della problematica 
evidenziata in campo. 
Nell’insieme il metodo di pyrosequenziamento descritto fornisce un nuovo strumento 
per la diagnosi e tipizzazione degli adenovirus aviari del gruppo I e pertanto potrebbe 
essere di supporto nell’identifi cazione e nella rapida classifi cazione delle diverse 
specie di FAdVs per la diagnostica routinaria, per studi epidemiologici e per la 
corretta applicazione delle strategie vaccinali.
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