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Summary

Although a great effort has been made to achieve a consistent infectious bronchitis
virus (IBV) classification scheme based on the complete S1 gene, economic and
time constraints in diagnostic routine often lead to sequence partial S1 regions
for IBV genetic characterization. In this context, Sanger sequencing remains the
most common and cost-effective option, even if partial results are likely obtained
by analyzing samples where multiple field and vaccine strain populations coexist.
In the present study, three commonly used RT-PCR methods targeting two regions
of the S1 gene were evaluated and compared on 30 specimens tested in triplicate.
In detail, test samples were prepared by artificially mixing two vaccine strains,
combined at different concentrations and selected among four different IBV /in-
eages, i.e. GI-1 (Mass), GI-13 (793/B), GI-19 (QX), GI-23 (Israeli Variant 2). The
main goal was to investigate the possible bias in IBV detection and characteriza-
tion due to the RT-PCR method adopted, the different strains as well as their ratio
in the test sample.

Sequence analysis revealed that the three assays yielded consistent results for the
majority of the tested samples. When discrepancies occurred, these were likely
caused by primer affinity and target amount. Overall, these results confirm the
complexity of IBV strain identification process and highlight the importance of
a critical evaluation of the obtained results and frequent update the available di-
agnostic assays for a reliable detection of all the circulating IBV strains. Further-
more, a panel of different molecular assays enabling the simultaneous identifica-
tion of the multiple IBV strains is recommended to achieve a complete picture of
the coexisting strains.

INTRODUZIONE

La Bronchite Infettiva ¢ una delle patologie pit comuni nell’ambito della produ-
zione avicola, con un forte impatto economico sull’allevamento ascrivibile alle
minori performance produttive, alle misure di profilassi e contenimento, ma anche
ai costi di monitoraggio e diagnosi. La complessita nella gestione di questa ma-
lattia ¢ determinata principalmente dalla notevole variabilita genetica dell’agente
eziologico, il virus della Bronchite infettiva (IBV), che ha dato origine alla com-
parsa di numerose varianti (Valastro et al., 2016). Queste caratteristiche rendono
spesso necessario lo sviluppo di approcci diagnostici alternativi e di strategie vac-
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cinali adattate alla situazione epidemiologica locale e talvolta alla singola azienda.
Fin dalla comparsa di questo virus, la ricerca di protocolli vaccinali efficaci ¢ sta-
ta incessante. Numerosi studi condotti per valutare la cross-protezione tra ceppi
hanno portato all’individuazione di alcune combinazioni di varianti vaccinali in
grado di garantire un ampio livello di protezione nei confronti di un buon numero
di ceppi comunemente circolanti (Cook et al., 1999). Vero ¢ che la comparsa di
una nuova variante spesso comporta la revisione del protocollo vaccinale, al fine
di assicurare un’adeguata risposta immunitaria degli animali.

11 protocollo vaccinale che di consueto viene adottato ¢ basato sulla somministra-
zione simultanea di almeno due vaccini vivi attenuati, di cui uno generalmente ¢
rappresentato da un ceppo GI-I (Mass) e 1’altro da uno di tipo GI-13 (793B) (Cook
et al., 1999; Awad et al., 2016; Terregino et al., 2008), oppure derivato da ceppi
indigeni circolanti sul territorio in modo da introdurre nella vaccinazione una com-
ponente omologa. In particolare in Italia, dove la circolazione del lineage GI-19
(QX) ¢ predominante e fortemente penalizzante, la combinazione di vaccini Mass
e QX risulta largamente utilizzata (Franzo et al., 2017; Franzo et al., 2020).

In questo contesto si rivela quindi indispensabile considerare il piano di vacci-
nazione nell’interpretazione dei dati epidemiologici e dell’esito degli approfon-
dimenti diagnostici. E stato infatti dimostrato che ceppi vaccinali in replicazione
possono essere identificati ad alti titoli anche in fasi avanzate del ciclo produttivo
(Tucciarone et al., 2018) ¢ che la persistenza a livello locale di alcuni genotipi
puo essere causata dalla vaccinazione (Franzo et al., 2014). Inoltre, anche in pre-
senza di condizioni epidemiologiche similari, uniformare i programmi vaccinali
sul territorio rimane complicato (Legnardi et al., 2019). Questi elementi, insieme
alla circolazione di ceppi di campo, rendono pressoché inevitabile la contempo-
ranea presenza di piu varianti nello stesso animale o allevamento e complicano la
diagnosi, specialmente quando questa ¢ eseguita su pool di campioni ottenuti da
soggetti diversi.

Allo scopo di poter individuare il maggior numero di ceppi presenti in un cam-
pione diagnostico, numerosi laboratori adottano un panel di metodiche real time
RT-PCR specifiche per i diversi lineage. Questo approccio perd raramente € in
grado di discriminare 1’origine vaccinale o di campo del /ineage rilevato, renden-
do talvolta necessario il ricorso a metodiche di RT-PCR classiche seguite da se-
quenziamento nel tentativo di ottenere una piu fine caratterizzazione. L’approccio
diagnostico resta comunque eterogeneo, sia nell’algoritmo procedurale sia nel-
le metodiche adottate (Monne, 2016). Partendo dalle criticita sopra descritte, il
presente studio compara tre delle metodiche di RT-PCR piu comunemente usate,
allo scopo di valutare differenze nell’outcome diagnostico dopo sequenziamento
di campioni creati ah hoc per mimare il frequente scenario di “coinfezione” di un
campione diagnostico.

MATERIALI E METODI

Per assicurare la presenza di un solo ceppo all’interno del campione, sono stati
scelti quattro vaccini comunemente usati dei /ineage GI-1 (Ma5), GI-13 (4/91), GI-
19 (QX) e GI-23 (Israeli Variant 2). I vaccini sono stati ricostituiti in 5 ml di PBS ¢
I’RNA ¢ stato estratto con il kit High Pure Viral RNA Kit (Roche). L’RNA di ogni
ceppo ¢ stato quindi diluito serialmente e le diluizioni ottenute sono state testate
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con una metodica real time RT-PCR in grado di amplificare la regione conservata
UTR (Callison et al., 2006). Per ottenere campioni omogenei, i vaccini sono stati
diluiti fino ad una concentrazione rilevata in real time RT-PCR pari a circa 18 Ct,
considerata come concentrazione tal quale (tq) nel presente studio. Oltre a questa,
sono state utilizzate le diluizioni 1:100 (-2) e 1:10000 (-4) dei tal quali. Dalla com-
binazione di genotipi e concentrazioni sono stati ottenuti 30 campioni (Tabella 2)
che sono stati amplificati in triplicato con tre differenti metodiche (Tabella 1).

Gli amplificati ottenuti sono stati visivamente valutati dopo elettroforesi capillare
e sequenziati con metodo Sanger utilizzando i primer delle rispettive metodiche.
I cromatogrammi sono stati analizzati qualitativamente e le regioni iniziali e ter-
minali in corrispondenza dell’incorporazione dei primer sono state rimosse. Le
sequenze nucleotidiche ottenute in forward e reverse sono state riportate in for-
mato FASTA mediante il software FinchTV (Geospiza, Inc.) e archiviate in un file
dedicato per ogni run e metodica al fine di valutarne la concordanza. Le sequenze
consenso sono state generate e controllate con il software ChromasPro 2.1.8 (Te-
chnelysium Pty Ltd). I nucleotidi classificati come dubbi dal software sono stati
manualmente corretti dall’operatore, quando la qualita del cromatogramma lo per-
metteva. Le sequenze nucleotidiche dei consensi cosi ottenute sono state riportate
in formato FASTA in file dedicati.

L’allineamento preliminare delle sequenze ¢ stato effettuato entro run ed entro
metodica tramite MAFFT version 7 (Rozewicki et al., 2019) inserendo le 4 se-
quenze di riferimento dei /ineage utilizzati (KU736747 (GI-I), AF093793 (GI-
13), DQ674739 (GI-19), HM131453 (GI-23)). 1l software MEGAX (Kumar et al.,
2018) ¢ stato utilizzato per 1’analisi filogenetica condotta con metodo Maximum
Likelihood (ML).

RISULTATI E DISCUSSIONE

A seguito dell’amplificazione dei campioni con le tre metodiche nelle tre run in-
dipendenti, tutti i campioni sono risultati positivi, tranne il campione 1 nella run
2 con la metodica C (Valastro et al. 2010) anche se molti di questi sono risultati
non sequenziabili (Tabella 3). Inoltre, in alcune run non ¢ stato possibile ottenere
entrambe le sequenze forward e reverse, ma solo una della due (Tabella 4).

Una ripetibilita sub-ottimale ¢ emersa nella capacita di ottenere una sequenza di
qualita adeguata. I campioni piu critici sono stati quelli con una minore concen-
trazione di RNA target, o quelli ottenuti combinando i 2 vaccini a concentrazione
simile. In realta, anche a basse concentrazioni non si sono evidenziati particolari
limiti di sensibilita delle metodiche, le cui performance risultano elevate.

La coesistenza nei campioni di due diverse popolazioni virali ha inciso piutto-
sto sul sequenziamento. In alcuni casi, gli elettroferogrammi presentavano infatti
doppi picchi e un forte segnale di background che rendeva non chiara la determi-
nazione e I’interpretazione della sequenza nucleotidica. In questi casi, I’ispezione
delle sequenze in fase di assemblaggio del consenso e la procedura di conferma
dei nucleotidi in posizioni dubbie sono azioni operatore-dipendenti che possono
influenzare il risultato e determinare, per quanto in cieco, la prevalenza di una se-
quenza di migliore qualita sull’altra.

Una buona ripetibilita ¢ stata invece dimostrata comparando le run di ogni metodi-
ca. Solo con la metodica A (Cavanagh et al., 1999) si ¢ ottenuta una classificazione
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discordante tra le sequenze forward e reverse di un campione (n. 5), probabilmente a
causa di una diversa affinita dei primer per i due target presenti nel campione.

Le tre metodiche hanno mostrato qualche differenza nella capacita di identificare i
ceppi presenti nei campioni. | risultati ottenuti con la metodica A sembrano essere
influenzati prevalentemente dalla quantita di target e restituiscono primariamente la
sequenza del ceppo presente a maggior concentrazione. La metodica B (Worthington
et al., 2008) ha invece mostrato di essere ceppo-dipendente. La natura “nested” di
questa RT-PCR accentua la maggiore affinita dei primer di questa metodica per i
ceppi 4/91 e Mass rispetto a Israeli Variant 2 e soprattutto QX e restituisce output di
sequenze migliori sia a livello quantitativo sia qualitativo (Tabella 4).

1l lineage QX, seguito da 4/91, ¢ stato identificato nel maggior numero di campioni
dalla metodica C (Valastro et al., 2010). Questo test sembra risentire piu degli altri
della presenza di ceppi multipli. Infatti, delle tre metodiche ¢ quella che con maggior
frequenza (Tabella 4), in presenza di concentrazioni analoghe di due /ineage, non ha
permesso I’ottenimento di sequenze di qualita adeguata.

I risultati qui riportati, per quanto preliminari e da approfondire con valutazioni stati-
stiche, mostrano ancora una volta la complessita della diagnosi dell’IBV. Ogni meto-
dica risponde ad esigenze diagnostiche o di ricerca particolari, che possono condizio-
narne I’inclusivita e renderla pitt 0 meno specifica. Il disegno dei primer, la variabilita
della regione target, la disponibilita in banche dati delle sequenze dei ceppi di inte-
resse, sono solo alcuni degli elementi che possono influenzare la natura stessa di una
metodica e la sua efficienza nell’identificare un ceppo piuttosto che un altro.

Inoltre, la riproduzione artificiale di una coinfezione ha sicuramente esacerbato le
difficolta di identificazione. Raramente in condizioni di campo vengono raccolti
campioni che contengono concentrazioni simili, percio il rilievo di doppi picchi o di
background nei cromatogrammi ¢ stato probabilmente sovrastimato in questo studio.
Al contrario, in condizioni di campo, risulta piu frequente I’impossibilita di amplifi-
cazione o sequenziamento causata dalla scarsa concentrazione virale o dalla degrada-
zione del’RNA. Nel caso poi di un’infezione attiva, si puo realisticamente presumere
che il ceppo di campo raggiunga titoli superiori a quelli di un vaccino eventualmente
persistente. Il problema diagnostico insorge piuttosto nelle fasi precoci o tardive di
infezione, in cui i titoli virali negli animali possono essere ancora bassi.

La complessita della Bronchite Infettiva non si limita quindi solo agli aspetti clinici,
epidemiologici o di controllo. La componente diagnostica ¢ altrettanto coinvolta. Per
tale ragione, le informazioni correlate al campione clinico, come I’anamnesi clinica e
vaccinale, dovrebbero essere fornite e considerate per la scelta dell’algoritmo diagno-
stico piu idoneo e/o per 1’eventuale ricorso ad ulteriori approfondimenti diagnostici
per confermare risultati dubbi o inattesi.

Tabella 1: dettagli dei metodi utilizzati.

Metodo RT-PCR Fomard Relverse Riferimento bibliografico
primer primer
A One Step RT-PCR XCE1+ XCE2- Cavanagh et al., 1999
SX1+ SX2- .
B Two Step nested RT-PCR Worthington et al., 2008
SX3+ SX4-
C One Step RT-PCR IBV260+ IBV548- Valastro et al., 2010
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Tabella 2: composizione dei campioni (Var2: Israeli variant 2).

Combinazione Diluizione Combinazione Diluizione
Campione Campione
Ceppo 1 | Ceppo 2 | Ceppo 1 | Ceppo 2 Ceppo 1| Ceppo2 | Ceppo 1 | Ceppo 2
1| Mas 4/91 tq -4 16| Qx Var2 tq -4
2| Mas 4/91 -2 2 17| QX Var2 2 -2
3| Mas 4/91 -4 tq 18] QX Var2 -4 tq
4| Mas 4/91 tq tq 19| QX Var2 tq tq
5| Mas 4/91 -4 -4 200 Qx Var2 -4 -4
6| Mas QX tq -4 211 Qx 4/91 tq -4
7| Mas QX -2 -2 221 QX 4/91 -2 -2
8| Mas QX -4 tq 23| QX 4/91 -4 tq
9| Mas QX tq tq 24| QX 4/91 tq tq
10| Mas QX -4 -4 25| QX 4/91 -4 -4
11| Mas Var2 tq -4 26| Var2 4/91 tq -4
12| Mas Var2 -2 -2 27| Var2 4/91 -2 -2
13| Mas Var2 -4 tq 28| Var2 4/91 -4 tq
14| Mas Var2 tq tq 29| Var2 4/91 tq tq
15| Mas Var2 -4 -4 30| var2 4/91 -4 -4

Tabella 3: Numero di campioni non sequenziabili per metodica.

Metodo Run 1 Run 2 Run 3 Totale  Riferimento bibliografico
A 6 2 6 14 Cavanagh et al., 1999

B 3 6 3 12 Worthington et al., 2008
C 6 7 4 17 Valastro et al., 2010
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