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Molecular characterization of rotavirus found during outbreaks of transmissible enteritis in Grey partridge
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Summary: Electrophoretic analysis (PAGE) of the viral dsRNA was carried out on intestinal samples of grey partridge chicks
experiencing transmissible enteritis and found to be positive by electron microscopy for rotavirus. The samples were obtained
from three game farms sited in the North of ltaly, and in one of them, repeated outbreaks occurred in different years. PAGE
produced eleven bands arranged in the typical "short pattern”. All the samples examined, apart from farms or years of sampling,
showed an identical elecrophoretical pattern suggesting that a specific elecropherotype of rotavirus had affected this avian
species. This preliminary conclusion needs to be confirmed by further research.
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Introduzione Tabella 1: Campioni esaminati

| Rotavirus sono virus a RNA responsabili di gravi Table 1: Examined samples

patologie post-natali in mammiferi ed uccelli; le enteriti Anno | Campione Allevamento (provincia)
da rotavirus vanno assumendo un ruolo preminente 2000 723/02 A (Modena)
negll_ allevamer_m avicoli a causa delle significative 2001 891/01 A (Modena)
perdite economiche che determinano (6).

La presenza di rotavirus in corso di infezioni enteriche 2001 630/02 A (Modena)
nella starna & stata evidenziata alla microscopia 2001 1460/01 A (Modena)
elettronica alla fine degli anni '80 (2, 6). Forme di 2002 403/02 A (Modena)
enterite trasmissibile, causa di elevata mortalitd nella 2002 405/02 A (Modena)
prima settimana di vita, verosimilmente riferibili alla 2002 508/02 A (Modena)
stessa eziologia, erano state gia precedentemente -
segnalate (3, 7) in allevamenti di starne a scopo di 2002 484/03 B (Pavia)
ripopolamento. Nell'ambito dei rotavirus vengono 2002 714/02 C (Verona)

distinti 7 sierogruppi (A, B, C, D, E, F, G) sulla base ) N .
delle caratteristiche antigeniche della proteina | soggetti colpiti avevano un'etd compresa tra 3 e 7
capsidica VP6 e numerosi elettroferotipi sulla base  giorni e presentavano depressione del sensorio, ali
della mobilita elettroforetica degli 11 segmenti di RNA ~ a@bbassate, tendenza a rimanere immobili e diarrea
a doppia catena (dsRNA) (1). | dati relativi alle acquosa. All'esame gnatomo_—patologlco si osservava
caratteristiche antigeniche e genomiche dei rotavirus ~ dimagramento e disidratazione notevoli, intestino
aviari sono scarsi, soprattutto a causa delle difficolta ~ teénue ectasico, con contenuto sieroso o catarrale e
nell'adattare in coltura cellulare tali ceppi che materiale allmentare_ |_nd|ger|to. | ciechi si mostravanq
appartengono in prevalenza al gruppo non-A, per cui notevolmente ectasici per la presenza nel lume di
ai fini di uno studio approfondito delle caratteristiche di  liquido di color giallo-nocciola con grosse bolle di gas
tali virus si rende necessario il ricorso a metodiche  (Figura 1).

biomolecolari. L'elettroforesi in condizioni denaturanti . . o

permette la caratterizzazione preliminare dei rotavirus ~ Figura 1. Starnotto con enterite trasmissibile: notevole
mediante  l'analisi dei profii di migrazione  ectasia dei ciechi e dell'ansa duodenale o
elettroforetica degli 11 segmenti di dsRNA (8, 9). La  Figure 1. Young grey partridge with trasmissible
presenza di differenti profili elettroforetici dipende dal ~ enteritis: remarkable ectasia of caeca and duodenum
riassortimento genico tipico dei virus a genoma
segmentato. L'analisi accurata degli elettroferotipi
consente di effettuare indagini epidemiologiche e di
individuare la presenza di eventuali ceppi endemici.

I presente lavoro riporta i risultati dell'analisi
elettroforetica svolta su ceppi di rotavirus identificati in
focolai di enterite trasmissibile della starne allo scopo
di individuare gli elettroferotipi circolanti in tale specie.
Materiali e Metodi

Campioni. Sono stati esaminati intestini provenienti da
3 allevamenti di starne (A, B, C) situati in diverse
province del Nord ltalia in corso di focolai di enterite
trasmissibile. | campioni dell'allevamento A sono
relativi a focolai ripetutisi dal 2000 al 2002 (Tabella 1).
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Microscopia elgttronica. | campioni sono stati allestiti

utilizzando la mgtgdlca Airfuge comunemente in uso
presso il Laboratorio di ME dell'lZSLER di Brescia ed
esaminati con, gin TEM Philips CM10, operante a
80kV. L'identlflﬁzmne delle particelle virali, osservate
ad ingrandimenti compresi fra 15500 e 39000x, era
eseguita sulla base delle caratteristiche morfologiche
tipiche dei virioni (5).

Estrazione RNA virale. L' RNA a doppia catena dei

Rotavirus & stato estratto dai pool intestinali
utilizzando un Kit del commercio, I'RNeasy Mini Kit
(Quigen) attenendosi alle indicazioni della ditta

fornitrice. Brevemente, gli intestini ancora congelati
sono stati sminuzzati con mortaio e pestello, 30 mg
del tessuto omogenato sono stati trattati con 600 pl di
un buffer di lisi contenente B-mercaptoetanolo. Dopo
trattamento del campione con 600 pl di etanolo al 70%
la soluzione & stata trasferita nella "RNeasy mini spin
column" e sottoposto ad una serie di lavaggi con
specifici buffers. L' RNA virale & stato eluito in 50 pl di
acqua RNasi free e precipitato in etanolo. Il dsRNA
cosi trattato & stato stoccato a -80°C fino al momento
del suo utilizzo.

Elettroforesi  dellRNA virale. I dsRNA virale
preventivamente denaturato & stato sottoposto ad
elettroforesi in gel di poliacrilamide in condizioni
denaturanti (PAGE) (8). Cinque pl di RNA, miscelati
con un buffer denaturante costituito da 5 pl di
formamide e 5 pyl di TBE-urea sample buffer
(Invitrogen), sono stati sottoposti a trattamento termico
a 70°C per 10 minuti. L'elettroforesi & stata condotta a
200V per 4-5 ore in gel di acrilamide al 6% - 6M di
urea.

Risultati

La microscopia elettronica ha evidenziata la presenza
di rotavirus in tutti i campioni esaminati (Figura 2).
L'elettroforesi dell'lRNA virale ha evidenziato un unico
elettroferotipo comune a tutti i campioni esaminati. Gli
11 segmenti di dsRNA sono divisi in quattro gruppi in
base al peso molecolare: gruppo | (segmenti 1-2-3-4),
gruppo |l (segmenti 5-6), gruppo Ill (segmenti 7-8-9),
gruppo IV (segmenti 10-11). Sulla base della mobilita
di migrazione elettroforetica dei segmenti 10-11
I'elettroferotipo evidenziato nella starna appartiene allo
"short pattern" (4) (Figura 3).

Discussione

L'analisi elettroforetica condotta su ceppi di rotavirus
identificati in corso di focolai di enterite trasmissibile,
ha consentito di evidenziare il profilo genomico
dell'RNA virale consistente di 11 segmenti migrati in
quattro distinte regioni del gel in accordo con i relativi
pesi molecolari. Il profilo elettroforetico € risultato
uguale in tutti i ceppi esaminati indipendentemente
dall'anno di occorrenza e dall'allevamento di
provenienza. Sebbene non sia definita una
correlazione tra il pattern elettroforetico dell'RNA e le
caratteristiche antigeniche dei rotavirus, il fatto di
avere identificato un unico elettroferotipo ci porta ad
ipotizzare che la starna sia colpita da un rotavirus

specifico.  Ulteriori indagini  permetteranno di
confermare 0 meno tale ipotesi.
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Figura 2. Microfotografia elettronica di rotavirus
Figure 2 Mlcrophotoraph of rotawrus partlcles
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Figura 3. Elettroferotipo rotavirus da starna
(campione 508/02)
Figure 3. Electropherotype of rotavirus
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