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Summary

Despite less frequent than antimicrobial resistance, some episodes of vaccine
failures have been demonstrated and appear relatively common in intensive-
ly-raised livestock.

Infectious bronchitis virus (IBV) is a widespread avian coronavirus, whose
control relies mainly on extensive vaccine administration. However, the con-
tinuous emergence of new vaccine-immunity escaping variants prompts the
development of new vaccines.

In the present work, a large-scale molecular epidemiology study was performed
to evaluate the role of homologous vaccination in driving IBV evolution, ben-
efiting from the introduction of a new vaccine in the vast majority of North-
ern-Italy broiler farms in late 2014. The results of several biostatistic analyses
evaluating the Spike-protein S1 subunit evolution consistently demonstrated
the presence of a higher pressure in the post-vaccination period. A tendency
towards diversification was detected essentially in sites located on the pro-
tein surface, within or nearby domains involved in viral attachment or related
functions. These evidences suggest the action of a vaccine-induced immunity
in conditioning viral evolution, potentially leading to the emergence of new
vaccine-escape variants. Extending far beyond the poultry industry, the great
plasticity of rapidly-evolving RNA-viruses in response to human intervention
is demonstrated once more, highlighting the clear implications for animal and
especially human health.

INTRODUZIONE

La Bronchite infettiva (BI) ¢ una malattia infettiva di primaria importanza per
I’avicoltura, essendo responsabile di rilevanti perdite economiche a livello
mondiale.

L’agente eziologico, avian infectious bronchitis virus (IBV) ¢ un membro della
specie Avian coronavirus, genere Gammacoronavirus, famiglia Coronaviridae.
Come gli altri membri della famiglia, si caratterizza per una grande variabilita
antigenica e fenotipica, conseguente all’alto tasso di mutazione e di ricombina-
zione. Le conseguenze di questa variabilita sono particolarmente evidenti nel
caso dello Spike virale (ed in particolare della sub-unita S1), proteina struttu-
rale implicata nel tropismo cellulare, nel legame recettoriale e nell’induzione
dell’immunita cellulare e umorale neutralizzante (Jackwood et al., 2012). La
grande variabilita genetica dell’S1 ¢ stata inoltre sfruttata per la classificazione
di IBV in genotipi e /ineage, i quali possono differire significativamente per
proprieta biologiche, immunologiche e distribuzione geografica (Valastro et
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al., 2016).

Le implicazioni per il controllo della malattia sono oramai ben note. Attual-
mente, il controllo della malattia si basa in massima parte sull’uso della vacci-
nazione. Tuttavia, le peculiarita fenotipiche dei diversi genotipi o addirittura di
specifici ceppi esitano frequentemente in fenomeni di limitata cross-protezio-
ne, richiedendo 1’uso di combinazioni di vaccini al fine di aumentare lo spettro
di protezione e lo sviluppo di nuovi vaccini, per fronteggiare I’emergenza o
I’introduzione di nuovi genotipi (Cook et al., 1999).

Sebbene questo scenario sia ampiamente assodato, le reali forze implicate
nell’evoluzione di IBV sono tuttora poco conosciute. Infatti, un elevato tasso
di mutazione o ricombinazione non si traduce automaticamente in un’elevata
variabilita biologica: acciocché nuove varianti fenotipiche possano persistere e
diffondersi queste devono essere favorevolmente selezionate dall’ambiente. E
facilmente intuibile come I’immunita dell’ospite, sia essa naturale o di origine
vaccinale, possa rappresentare uno dei maggiori fattori in grado di condiziona-
re I’evoluzione virale. Nel caso di IBV sembrano sussistere diverse condizioni
affinché I’immunita vaccinale possa condizionare I’evoluzione virale, selezio-
nando specifici ceppi e favorendo I’emergere di nuove varianti. L’applicazione
massiva e precoce della vaccinazione e I’elevato furn-over degli animali de-
terminano la replicazione e 1’evoluzione virale in un “ambiente” condizionato
essenzialmente dall’immunita vaccinale, piuttosto che da quella naturale. La
protezione solo parziale indotta dai vaccini attualmente disponibili permette
con una certa frequenza la circolazione, anche prolungata, di ceppi di campo
in allevamenti vaccinati e potrebbe ulteriormente favorire la selezione di vac-
cine-escape variants. Sebbene teoricamente plausibili, conferme sperimentali
a supporto di tale ipotesi nel caso di IBV sono, ad oggi, mancanti (Read and
Mackinnon, 2010).

Il presente lavoro si propone di studiare ’impatto della vaccinazione sull’e-
voluzione dei ceppi di campo del genotipo QX (/ineage GI-19), beneficiando
del particolare scenario determinatosi in Italia. Un radicale cambiamento nelle
strategie di controllo ha infatti interessato una parte rilevante delle aziende del
Nord Italia, permettendo di dividere chiaramente il periodo dello studio in una
fase precedente e successiva all’introduzione della vaccinazione omologa nei
confronti di questo genotipo(Franzo et al., 2016).

MATERIALI E METODI

Raccolta dei campioni e sequenziamento

Quattrocentodieci campioni (pool di tamponi tracheali), ottenuti da diversi al-
levamenti del Nord Italia nel periodo 2012-2017, precedentemente risultati po-
sitivi per IBV utilizzando il kit Virus-IBV-kit (Gensig, Southampton, UK) sono
stati amplificati e sequenziati nella regione ipervariabile del gene S1 utilizzan-
do i primer XCE1 and XCE2 descritti da Cavanagh et al.,(1999)(Cavanagh et
al., 1999). Al fine di ottenere una genotipizzazione preliminare, le sequenze
ottenute piu quelle di referenza proposte da Valastro et al. (2016) sono state
allineate utilizzando il software MAFFT (Standley, 2013)e un albero filoge-
netico ¢ stato ricostruito utilizzando IQ-TREE (Trifinopoulos et al., 2016). 1
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ceppi classificati come QX sono stati selezionati e, quando possibile, la regione
codificante I’intera sub-unita S1 ¢ stata amplificata e sequenziata utilizzando
dei primer disegnati utilizzando Primer3 (disponibili su richiesta).

Analisi di sequenza

Tutte le sequenze della sub-unita S1 sono state allineate con TranslatorX, te-
nendo conto della loro natura codificante, e la genotipizzazione ¢ stata con-
fermata utilizzando I’approccio precedentemente descritto. Eventuali ceppi
ricombinanti sono stati identificati ed esclusi utilizzando RDP4 (Martin et al.,
2015). Le sequenze cosi ottenute sono state suddivise in 2 dataset, corrispon-
denti al periodo antecedente e successivo all’introduzione della vaccinazione
omologa (i.e. Novembre 2014).

I dataset cosi ottenuti sono stati quindi analizzati con diversi metodi statistici,
basati sull’analisi dei tassi di sostituzione sinonimo e non-sinonimo, al fine
di valutare e comparare ’intensita delle pressioni selettive agenti sui ceppi di
IBV circolanti in diversi “ambienti vaccinali”. In particolare ¢ stata valutata,
in modo indipendente su ciascuno dei due dataset, la presenza di siti proteici
sottoposti a pressioni selettive diversificanti (i.e. determinanti un aumento del-
la variabilita della sequenza aminoacidica fra i diversi ceppi) o direzionali (i.e.
determinanti una tendenza dei ceppi a introdurre un particolare aminoacido in
una specifica posizione della proteina), pervasive (i.e. costanti nel corso del
tempo) o episodiche (i.e. attive solo in certi periodi della storia evolutiva). In
aggiunta, 1’insorgenza di pressioni selettive diversificanti e direzionali dopo
I’introduzione della vaccinazione omologa ¢ stata valutata contestualmente sui
due dataset, selezionando il periodo precedente all’introduzione della vaccina-
zione come baseline.

Homology modeling della sub-unita S1 dei ceppi italiani.

Al fine di meglio comprendere il significato biologico delle pressioni selettive
agenti sui ceppi considerati, la struttura terziaria di un ceppo rappresentativo
fra quelli campionati ¢ stata ricostruita tramite homology modeling utilizzando
il server SWISS-MODEL(Waterhouse et al., 2018). Il modello ottenuto ¢ stato
quindi editato e visualizzato con Chimera.

RISULTATI

Analisi delle sequenze e stima delle pressioni evolutive

Centocinquantacinque campioni sono stati preliminarmente classificati come
appartenenti al genotipo QX; per 95 di questi ¢ stato possibile ottenere la se-
quenza dell’intera subunita S1. In tutti i casi la genotipizzazione preliminare ¢
stata confermata. Un ceppo ricombinante QX-793B e quattro sequenze risultate
geneticamente identiche a quelle del vaccino somministrato (tutte campionate
nel periodo post-vaccinazione) sono state escluse dallo studio. Nel dataset fi-
nale sono state quindi incluse 90 sequenze, di cui 39 campionate nel periodo
pre-vaccinazione e 51 nel post-vaccinazione.

L’analisi delle pressioni selettive diversificanti pervasive (i.e. agenti in modo
costante nel tempo) ha evidenziato una piu intensa pressione dopo 1’introduzio-
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ne della vaccinazione, in particolare nella regione compresa fra gli aminoacidi
300 e 400 (Figura 1).
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Figura 1) Plot rappresentante lo score cumulativo (calcolato con 3 distinti approcci
statistici) basato sulla differenza fra tasso di mutazioni non sinonimo e sinonimo
(dN-dS) nel periodo precedente e successivo all’introduzione della vaccinazione
omologa. Punteggi maggiori di 0 indicano una piu intensa pressione selettiva nel
periodo successivo all’introduzione della vaccinazione omologa.

Tuttavia, in nessuno di questi siti la differenza ¢ risultata statisticamente significa-
tiva. Al contrario, nei ceppi campionatati dopo I’introduzione della vaccinazione
omologa, ¢ stato possibile identificare siti dell’S1 (aa 9, 29, 54, 65, 96 e 483) sotto-
posti ad una pressione selettiva diversificante episodica (i.e. agenti in specifici mo-
menti del processo evolutivo della specie) statisticamente significativa. Similmente,
I’analisi congiunta dei due dataset ha evidenziato 1’insorgenza sia di pressioni di-
versificanti (aa 9, 65, 225 and 483) che direzionali (aa 29, 394 and 486) nei ceppi
campionati nel periodo post-vaccinazione.

Homology modeling

La ricostruzione della struttura quaternaria dello Spike ha permesso di identificare la
localizzazione dei siti sottoposti a pressioni selettive (Figura 2). In generale, i siti espo-
sti sulla superficie dell’S1 sono risultati sottoposti a pressioni selettive diversificanti
piu intense nel periodo successivo all’introduzione della vaccinazione omologa. In
particolare, la regione in cui tale differenza ¢ risultata piu marcata corrisponde al do-
minio C-terminale dell’S1, dove sono stati identificati dei potenziali siti per il lega-
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me recettoriale. Diversi siti sottoposti a pressioni selettiva direzionale sono risultati in
stretta prossimita al sito di legame recettoriale prima citato e a un altro potenziale sito
di legame, localizzato nel domino N-terminale della proteina. Tutti i siti della proteina
che si sono dimostrati essere interessati da pressione selettiva episodica diversificante
sono risultati essere esposti sulla superficie della sub-unita S1 (Figura 2).

Figura 2) Vista laterale (a) e dall’alto (b) della struttura quaternaria dello Spike di
IBV. La struttura completa dello Spike ¢ riportata solamente per un monomero (in
grigio), mentre la regione dell’S1 ¢ riportata per i restanti 2 monomeri. Nel mono-
mero colorato, le differenze nelle pressioni selettive fra il periodo precedente e suc-
cessivo all’introduzione della vaccinazione sono state codificate con una scala colori
dal viola (piu intense nel periodo post-vaccinazione) all’azzurro (piu intense nel
periodo pre-vaccinazione). Nel restante monomero (bianco), i siti sottoposti a pres-
sioni episodiche diversificanti o direzionali nel periodo post-vaccinazione omologa
sono riportati rispettivamente in rosso e verde. La regione con il piu alto dN-dS score
(AA 300-400) (vedi anche Figura 1) ¢ evidenziata in giallo. Con una visualizzazione
a “ribbon” sono stati evidenziati i domini proteici piu rilevanti: ’inserto inferiore
riporta il sito di legame recettoriale nell’N-terminale della proteina e la struttura
ad ansa che funge da “copertura” (in verde), mentre 1’inserto sulla destra riporta il
dominio C-terminale con il corrispondente sito recettoriale (in verde). Per entrambi
gli inserti 1 siti sottoposti a pressioni selettive sono evidenziati con il codice colore
precedentemente descritto.
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DISCUSSIONE

L’intervento umano ha modificato drammaticamente 1’ambiente in cui evolvono i pa-
togeni. L’esempio piu evidente e attuale ¢ probabilmente quello dell’emergenza e dif-
fusione dei fenomeni di resistenza a farmaci antimicrobici e antivirali. I virus a RNA
appaiono particolarmente avvantaggiati in questa “corsa agli armamenti” contro i trat-
tamenti introdotti dall’uomo in virtu della loro grande capacita di mutare ed evolvere
rapidamente. Nonostante cio, i vaccini sono stati a lungo considerati molto resistenti
nei confronti dell’evoluzione virale (Kennedy and Read, 2017). Le ragioni che preven-
gono o limitano I’emergenza di varianti in grado di eludere I’immunita vaccinale sono
molteplici, ma fra le piu rilevanti va considerata la capacita della vaccinazione di dimi-
nuire o azzerare la popolazione di ospiti suscettibili e la replicazione virale. Poiché la
selezione naturale ¢ piu efficace in grandi popolazioni, la selezione delle varianti piu fit
¢ limitata in presenza di piccole popolazioni. Inoltre, i vaccini inducono un’immunita
multi-target ¢ variabile in funzione del singolo soggetto, rendendo improbabile il con-
testuale sviluppo di tutte le mutazioni fenotipiche necessarie ad eludere 1’eterogenea
risposta dell’ospite specie a livello di popolazione (Kennedy and Read, 2017).
Nonostante cio, con sempre maggior frequenza vari studi hanno dimostrato la pre-
senza di significative eccezioni, anche in medicina veterinaria, in particolare in spe-
cie allevate in modo intensivo quah suini e pollame (Franzo et al., 2016; Read and
Mackinnon, 2010).

Il presente studio, effettuato in condizioni di campo (eludendo in questo modo i bias
determinati dalle condizioni sperimentali) appare confermare 1’interazione fra immu-
nita indotta dalla vaccinazione ed evoluzione virale. Infatti, pressioni selettive piu in-
tense sono state osservate in azione su ceppi del genotipo QX campionati dopo I’in-
troduzione della vaccinazione omologa. Diversi siti localizzati sulla superficie della
proteina sono risultati sottoposti ad una pressione selettiva episodica, diversificante
o direzionale, solamente nel periodo successivo all’introduzione della vaccinazione.
In particolare, una delle regioni dove ¢ stato possibile osservare la maggiore differenza
in termini di intensita delle pressioni selettive corrisponde ad una regione nel dominio
C-terminale dell’S1, dove ¢ localizzato un potenziale sito di legame recettoriale (Figu-
ra 2) (Shang et al. 2018) E p0551b11e che anticorpi aventi come target questa regione
possano dimostrare una maggiore attivita neutralizzante, inducendo di conseguenza
pressioni selettive piu intese. Simili ipotesi possono essere chiamate in causa per giu-
stificare la presenza di siti sottoposti a pressioni selettive nelle regioni 24-62 e 87-93
dell’S1 (o in stretta prossimita a queste), dove precedenti studi hanno evidenziato la
presenza di epitopi (Zou et al., 2015). Infine, altri 2 siti (i.e. 483 e 487), che hanno rive-
lato una tendenza al cambiamento dopo I’introduzione della vaccinazione, risultano in
stretta prossimita con una struttura ad ansa che costituisce una sorta di “copertura” per
un altro sito di legame recettoriale, localizzato nell’estremita N-terminale dell’S1 (Fu-
gura 2) (Shang et al., 2018). E stato infatti suggerito che questa ‘ ‘copertura” si sia evo-
luta nel corso della storla dei coronavirus per proteggere 1 siti di legame della risposta
immunitaria. Anticorpi in grado di legarsi in prossimita di queste regioni potrebbero
quindi alterare o inibire la funzionalita di siti vitali per I’infettivita virale, direttamente
o tramite interferenza sterica.

Sulla base di queste evidenze, e in funzione della congruenza fra i siti sottoposti a pres-
sione selettiva e la loro funzione biologica, appare lecito sostenere che la variazione
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nelle strategie vaccinali abbia condizionato I’evoluzione dei ceppi del genotipo QX in
Italia, potenzialmente favorendo quelle varanti meno suscettibili all’immunita vacci-
nale. Le reali cause alla base delle pressioni selettive determinate dalla vaccinazione,
soprattutto in medicina veterinaria, non sono ancora del tutto chiare. Com’¢ noto, I’im-
munita indotta nei confronti di IBV non ¢ sterilizzante, e una certa replicazione anche
negli animali vaccinati € stata piu volte dimostrata. Questo scenario ¢ ulteriormente
peggiorato dalla copertura solo parziale che spesso ¢ possibile ottenere in allevamen-
to e che, sebbene usualmente sufficiente a prevenire o limitare I’insorgenza di segni
clinici, permette una prolungata circolazione dei ceppi di campo in una popolazione
solo parzializzarne immune. Tali debolezze potrebbero consentire la presenza di una
popolazione virale abbastanza grande da permettere alla selezione naturale di agire,
favorendo le varianti virali piu adatte al nuovo “ambiente vaccinale”. In funzione della
vaccinazione precoce e della breve vita degli animali, ¢ facile sostenere che I’immunita
vaccinale sia la forza dominante nel modellare 1I’evoluzione virale. La presenza di un
unico ceppo vaccinale (a differenza dei molteplici ceppi di campo) e la limitata variabi-
lita genetica degli animali potrebbe favorire la presenza di un’immunita di popolazione
pit omogenea, e quindi la selezione di specifiche mutazioni.

Ulteriori studi saranno chiaramente necessari per confermare la validita di queste ipo-
tesi. Nel frattempo, una cura particolare dovrebbe essere dedicata alla gestione e otti-
mizzazione delle strategie vaccinali gia implementate, soprattutto al fine di minimiz-
zare la circolazione di IBV e conseguentemente il suo potenziale evolutivo. L’utilizzo
di una combinazione di vaccini eterologhi rappresenta una comune alternativa alla
vaccinazione omologa. Poich¢ una maggiore eterogeneita nella risposta immunitaria
¢ spesso annoverata fra i benefici di questa strategia, questa potrebbe ulteriormente
ostacolare 1’emergenza di varianti in grado di eludere la risposta vaccinale. Conse-
guentemente, gli eventuali benefici e limiti di una vaccinazione eterologa rispetto a
quella omologa dovrebbero essere attentamente valutati e considerati al fine di definire
delle linee guida per una vaccinazione ottimale.
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