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Riassunto

Oggetto dello studio e la messa a punto di un
metodo PCR real time che utilizza il Power
SYBR Green come colorante fluorescente
intercalante, seguito dall’analisi delle curve di
melting in fase di post-amplificazione. La
sequenza target € I'Internal Transcribed Spacer 2
(ITS2) del DNA ribosomiale e rappresenta
I'evoluzione della metodica tradizionale PCR
gel-based utilizzata per identificare tre
differenti specie di Culicoides incluse nel
cosiddetto Obsoletus complex. Con il metodo
sviluppato sono stati analizzati centoquaranta
Culicoides morfologicamente classificati come
appartenenti all'Obsoletus complex, e i risultati
confrontati con quelli ottenuti combinando
'identificazione morfologica con PCR su gel.
Mediante l'analisi del pattern specie-specifico
delle curve di dissociazione, & stato possibile
identificare tra gli insetti 52 C. scoticus,
82 C. obsoletus sensu strictu e 6 C.montanus.
Questi risultati concordano con quelli ottenuti
combinando l'identificazione morfologica con
la PCR gel-based che rappresenta il metodo
impiegato di routine nelle attivita diagnostiche
del piano di sorveglianza entomologico della
Bluetongue. Considerando la flessibilita
diagnostica, la rapidita, la possibilita di
automazione, il piu elevato livello di qualita ed
espressione dei risultati, la PCR real time ITS2

ha dimostrato di essere pili funzionale ed
efficace rispetto alla PCR su gel, soprattutto
nell'ambito  di  un’estesa  attivita  di

monitoraggio.
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Introduzione

La bluetongue (BT) € una malattia virale
infettiva non contagiosa trasmessa da vettori,
che colpisce i ruminanti domestici e selvatici.
E’ causata dal virus della bluetongue (BTV),
virus a RNA a doppia catena della famiglia
Reoviridae, genere Orbivirus (7) di cui sono
stati identificati ventiquattro diversi sierotipi
(9). I BTV e trasmesso da vettori biologici
appartenenti al genere Culicoides (Diptera:
Ceratopogonidae). Negli ultimi 10 anni la BT
ha causato gravi perdite economiche nel
settore zootecnico europeo. Come vettori, i
Culicoides svolgono un ruolo essenziale nel
determinare la presenza e la diffusione del
virus in tutto il mondo (10). Diverse specie di
Culicoides sono coinvolte in Europa nella
trasmissione del BTV, a diverse latitudini, in
una serie di nuovi focolai. Nei paesi
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meridionali Culicoides imicola Kieffer, 1913, e
ancora il piu importante vettore, anche se
insetti del Pulicaris (2) e dell’Obsoletus
complex (5, 19) potrebbero aver svolto un
ruolo importante. Al contrario, le specie
dell’Obsoletuscomplex insieme a C. dewulfi
Goetghebuer, 1936 e C. chiopterus Meigen, 1830
(8, 17) sono considerati i principali vettori del
BTV nei paesi dell’Europa settentrionale.

L’Obsoletus complex in Italia comprende
almeno tre specie:

= C. obsoletus Meigen, 1818,

= C. scoticus Downes e Kettle, 1952

= C. montanus Schakirzjanova, 1962.

La loro identificazione basata solo sulla
morfologia e molto difficile, pertanto sono
raggruppate in un “complesso” (16).

In Italia, dopo i primi focolai di bluetongue nel
2000, e stato implementato un Piano Nazionale
di Sorveglianza per la BT (PSN) che
comprende anche attivita entomologiche (14)
dal momento che la conoscenza delle specie di
Culicoides coinvolte nella circolazione del
BTV e cruciale per predire e comprendere
I'evoluzione dell'infezione. La sorveglianza
entomologica si basa su catture settimanali di
Culicoides in circa 200 siti permanenti in tutta
Italia, secondo i metodi standardizzati per la
raccolta e lidentificazione degli insetti (11).
Attualmente viene utilizzata una identifica-
zione molecolare tramite PCR su gel (12, 13)
per integrare e migliorare l’identificazione
morfologica nonché differenziare C. obsoletus
sensu strictu (ss), C.scoticus e C.montanus a
livello di specie.

La combinazione dell’identificazione morfo-
logica e di quella bio-molecolare, nonostante il
miglioramento della accuratezza, €& una
procedura piuttosto complessa, non adeguata
ad una indagine entomologica che processa di
routine una grande quantita di campioni. In
questo contesto un sistema di PCR real-time
(rPCR) potrebbe rivelarsi piu efficiente dal
momento che la sua flessibilita di diagnostica,
la velocita, il basso rischio di contaminazione e
I'oggettivita della interpretazione rendono la
procedura di prova piu funzionale e molto pitt
rapida rispetto alla PCR convenzionale.
Inoltre, poiché il target amplificato viene
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rilevato durante i cicli di PCR, il processo puo
essere facilmente automatizzato e la mancata
manipolazione dei prodotti amplificati riduce
notevolmente il rischio di contaminazioni,
spesso  ulteriore  motivo di  dubbio
nell’interpretazione dei risultati nei sistemi
convenzionali di PCR, soprattutto quando
viene processato un elevato numero di
campioni. Questo studio descrive lo sviluppo e
la valutazione di wuna rPCR disegnata
sull'Internal Transribed Spacer2 (ITS2) del
DNA ribosomiale per [lidentificazione di
C. obsoletus ss, C.scoticus e C.montanus,
allinterno dell'Obsoletus complex.

Materiali e metodi
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Insetti

Venticinque Culicoides, di cui 10 C. obsoletus s.s.
maschi, 10 C. scoticus maschi e 5 C. montanus
femmine, raccolti all'interno del Piano di
Sorveglianza Nazionale, sono stati selezionati
per la messa a punto del metodo e per la
costruzione dei plasmidi di controllo. La specie
di appartenenza degli insetti é stata identificata
morfologicamente (1, 6), e geneticamente,
confrontando le sequenze di DNA dell'ITS2
con quelle pubblicate in Genbank.

Estrazione del DNA e PCR real time
specie-specifica

Il DNA totale ¢ stato estratto dai singoli insetti
mediante il sistema automatizzato Maxwell 16
(Promega, Madison, Wisconsin, USA) con il kit
DNA IQ casework, secondo le istruzioni del

produttore, e il DNA eluito in 20 pl di acqua
DNasi free.

E’ stata messa a punto e ottimizzata una rPCR
multiplex sul segmento ITS2 del rDNA. Il
DNA dei singoli insetti e stato amplificato
utilizzando i primer elencati nella Tabellal
(13). 11 volume di reazione & stato di 25 pl,
costituito da 12,50 ul di Power SYBR Green
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA),
1 pM di primer 5.85F e MON227R, 0,2 microM
dei primers 28SR, SCOT194R e MOUB3I16F, e
5ul di DNA. La PCR e stata effettuata
utilizzando il 7900 HT fast real-time PCR
system (Applied Biosystems).
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Tabella |

Coppie di primers usati nello studio e profilo di amplificazione

Target Primer pairs Amplificato (bp)
ITS 2 5.8 SF-28 SR 400
Culicoides montanus 5.8 SF-MON227R 252
C. scoticus 5.8 SF-SCOT194R 213
C. obsoletus ss, C. montanus MOU316F-28 SR 89
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ITS2 internal transcribed spacer 2

L’amplificazione e stata articolata in una prima
fase a 95°C per 10 minuti per l'attivazione
della polimerasi, uno step iniziale di
denaturazione a 95°C per 30 s, seguito da
40 cicli a 95°C per 30's, a 58°C per 30 s e a 72°C
per 30 s. Al termine della PCR e stata effettuata
I'analisi della curva di melting in una fase di
denaturazione da 60°C a 95°C con un
incremento di temperatura standard. I valori
del picco Tm sono stati assegnati come riportati
dal software SDS 2.3 (Applied Biosystems).

Cloni positivi

Per evitare risultati falsi negativi dovuti ad una
mancata amplificazione e per creare i controlli
positivi per la PCR, le sequenze target specie-
specifiche di C. obsoletus ss, C.scoticus e
C. montanus sono state clonate in plasmidi
batterici.

L’intero target ITS2 e stato amplificato per ogni
specie e i prodotti purificati sono stati
sequenziati con i primer esterni descritti. La
reazione di sequenziamento & stata realizzata
utilizzando il kit Big Dye Terminator (Applied
Biosystems), 1'eccesso di marcatori fluorescenti
¢ stato rimosso con il kit di purificazione Big
Dye XTerminator (Applied Biosystems) e le
sequenze nucleotidiche sono state determinate
con il sequenziatore di DNA ABI PRISM 3100
(Applied Biosystems). I dati grezzi delle
sequenze sono stati assemblati con Contig
Express (Vector NTI Suite 9.1, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e le sequenze consenso
sono state allineate e comparate alle omologhe
disponibili su Genbank: AY599796, AY599811
(C. scoticus), AY599779, AY599769 (C. montanus),
AY599780, AY599795 (C. obsoletus ss) con
ClustalX (21).

I prodotti PCR purificati sono stati clonati in
plasmidi PCR4 Topo (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) utilizzando cellule chimicamente
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competenti di E. coli. Per valutare 1'assenza di
mutazioni indotte dalla procedura di clona-
zione, cloni positivi sono stati selezionati
mediante analisi di restrizione e quindi
sequenziati come descritto in precedenza. I
batteri trasformati sono stati conservati a
-70°C in glicerolo e inclusi come controlli
positivi nelle reazioni di amplificazione.
Studio in campo

Per valutare la robustezza della PCR,
140 femmine adulte appartenenti al complesso
Obsoletus e selezionate in modo casuale, sono
state identificate utilizzando due differenti

PCR su gel (13, 3) e la real-time PCR, e i
risultati sono stati confrontati.

Risultati

rPCR specie-specifica e cloni positivi

Il prodotto dell’amplificazione delle tre specie
¢ stato clonato e sequenziato. L’allineamento
delle sequenze prodotte in questo studio con
quelle omologhe pubblicato in Genbank ha
confermato che le sequenze clonate non hanno
subito modificazioni e sono orientate corretta-
mente all’interno dei plasmidi (Figura 1).

La regione target dei 25 insetti ¢ stata
amplificata mediante rPCR. La visualizzazione
grafica della curva di dissociazione ottenuta in
presenza di Power SYBR green ha prodotto
picchi di melting chiaramente distinguibili,
uno di 73,1° (deviazione standard [DS] + 0.2)
per C. obsoletus ss, uno di 79,2°C (DS + 0,2) per
C. scoticus e due picchi di 72,4°C (DS £ 0,2) e
79,2°C (DS + 0,4) per C. montanus (Figura 2).

Studio in campo

I 140 moscerini femmina sono stati esaminati
mediante una PCR su gel comunemente
impiegata nel laboratorio entomologico
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dell'lZS A&M  che amplifica I'ITS2 e
confermati con un secondo test PCR su gel che
amplifica I'ITS1. Gli stessi campioni sono stati
quindi testati con il metodo real-time PCR
sviluppato, e tutti i test hanno identificato 52
moscerini come C. scoticus, 82 come C. obsoletus
ss e 6 moscerini come C.montanus. Il valore
medio di Tm per C. scoticus e stato 79,3°C (DS +
0,5), per C. obsoletus ss & stato 73,2°C (DS + 0,5)
e per C. montanus e stato evidenziato un primo
picco con un valore di Tm di 72,8°C (DS +0,2) e
un secondo picco di 79,2°C (DS +0,2).

Figura 1
Profilo di amplificazione dei plasmidi specie-
specifici
Colonna 1 Marker DNA 50-2000 bp
(Biorad, Hercules, CA, USA)
Colonne 2-3 Plasmide C. Scoticus
Colonne 4-5 Plasmide C. obsoletus ss
Colonne 6-7 Plasmide C. montanus
I numeri indicano la grandezza degli amplificati

Discussione

La tecnologia molecolare € sempre piu spesso
utilizzato nel settore entomologico, cosi come
in altri settori diagnostici. Attualmente Sono
disponibili per lidentificazione numerose
procedure molecolari che hanno come
bersaglio diversi segmenti del genoma delle
specie di Culicoides. Le tecniche piu
comunemente utilizzate sono quelle dirette
contro ITS2 rDNA (13) o ITS1 rDNA (3, 15, 20)
o la sequenza della subunita I della citocromo
ossidasi mitocondriale (COI) (18). Esse
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vengono utilizzate  principalmente  per
supportare l'identificazione fenotipica conven-
zionale quando non & possibile distinguere le
specie di Culicoides solo in base alla
morfologia. Il loro impiego ¢ frequente per le
specie appartenenti al complesso Obsoletus in
cui le femmine di specie quali C. obsoletus ss,
C. scoticus e C.montanus sono estremamente
difficili da separare in base alle chiavi classiche

di identificazione morfologica.

L’identificazione di tali specie e Ia
determinazione della loro distribuzione &
un’informazione estremamente importante dal
punto di vista epidemiologico. E un dato di
fatto che le specie dell’Obsoletus complex
siano diffuse in tutta Europa e che alcune siano
coinvolte nella trasmissione del BTV nel Nord
Europa.

Curva di dissociazione
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Figura 2

Analisi della amplificati ottenuti testando
plasmidi contenenti I'ITS2 del rDNA di Culicoides
obsoletus, C. scoticus) e C. montanus

La real-time PCR é stata realizzata utilizzando il Power
SYBR Green come colorante e il 7900HT (Applied
Biosystems, Carsberg, CA, USA). A seguito dell’ i
prodotti sono stati analizzati per la temperatura alla
quale la doppia elica del DNA si dissocia

Questa analisi della curva di dissociazione ha
evidenziato un pattern specie-specifico
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Per affrontare il problema dell’identificazione
all'interno dell’Obsoletus complex, & stata
morfologica
convenzionale (12) una PCR su gel per il
frammento ITS2 rDNA (13).

Nonostante il miglioramento dell’ efficacia
diagnostica  rispetto all’ identificazione
morfologica convenzionale, la PCR su gel,
tuttavia, conserva ancora alcune carenze che
potrebbero rappresentare una grave lacuna, in
uno scenario come quello del PSN in cui
devono essere rapidamente identificati migliaia

associata all’identificazione

di insetti. In questa circostanza una PCR Real
Time potrebbe essere molto piu funzionale. Ad
oggi solo una PCR Real Time e stata sviluppata
e utilizzata con successo per l'identificazione
di Culicoides imicola (4). In questo studio e stata
sviluppata una PCR Real Time sul ITS2 di
rDNA, in grado di identificare correttamente le
specie di C. obsoletus ss, C.scoticus e
C. montanus. I picchi di melting sono risultati
chiari e ben definiti per i plasmidi e i campioni
di insetti. Nonostante sia stato segnalato nei
campioni di campo un leggero aumento della
DS, dovuto probabilmente alla diversa
quantita di DNA utilizzata nelle reazioni, le
temperature medie sono risultate chiaramente
distinte e non si € verificata sovrapposizione
tra i picchi specie-specifici. Grazie ad un
sistema automatizzato di estrazione del DNA,
il nuovo sistema sviluppato e stato piu veloce
rispetto alla PCR su gel. L’automazione della
fase di estrazione del DNA da un intero insetto
ha migliorato anche la qualita del prodotto
ottenendo livelli di purezza elevati. La purezza
del DNA si e rivelata un fattore importante in
grado di interferire con la successiva fase di
amplificazione (F. Monaco, dati non riportati).
In ogni seduta sono stati inclusi i plasmidi
contenenti le sequenze bersaglio specie-
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