Identificazione molecolare di Bordetella
bronchiseptica mediante real-time PCR con
SYBR Green in cani con problemi respiratori

La tracheobronchite infettiva del cane o “tosse
dei canili” & una sindrome respiratoria ad ezio-
logia variabile, causata dall’adenovirus 2 canino
(CAV2), dal virus della parainfluenza (PIV), dal
coronavirus respiratorio e dalla B. bronchisepti-
ca (Bb) che riveste un ruolo di primaria impor-
tanza. Lo scopo del lavoro & descrivere la mes-
sa a punto di una metodica di PCR real-time
che prevede l'utilizzo di SYBR Green su ceppo
di referenza e la sua successiva applicazione per
la ricerca diretta di Bb in cani affetti da tosse
acuta e/o persistente. La PCR real-time con
SYBR Green é stata allestita con una coppia di
primers specifici per il gene flaA di Bb, utilizzan-
do il ceppo di referenza ATCC 10580, come
controllo positivo. Alla fine della reazione di
amplificazione, ¢ stata eseguita I'analisi della
curva di melting e del prodotto di amplificazio-
ne mediante corsa elettroforetica in gel di aga-
rosio per confermare il prodotto di amplifica-
zZione atteso. La metodica ¢ stata quindi applica-
ta su DNA estratti da 50 tamponi faringei pre-
levati da altrettanti cani, con sintomi riferibili a
infezione tracheobronchiale acuta (ITB) e affe-
zioni respiratorie ad andamento persisten-
te/cronico. | pazienti erano suddivisi in 3 grup-
pi: A <l anno,B tra | e 7 anni, C > 7 anni. | ri-
sultati mostrano positivita alla ricerca di Bb per
26 campioni (52%), in particolare: 26% nel grup-
po A, 16% in B e 10% in C. La metodica messa
a punto presenta notevoli vantaggi in termini di
tempo e permette pertanto una rapida identifi-
cazione eziologica per Bb. Le elevate positivita
riscontrate suscitano interesse da un punto di
vista epidemiologico e clinico nei riguardi di
popolazioni canine con tosse. La PCR real-time
con SYBR Green potra essere utilizzata come
metodo di screening per una rapida evidenzia-
zione del patogeno Bb finora principalmente
studiato in umana pit che in veterinaria.
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Bordetella bronchiseptica (Bb) ha subito nel corso degli anni numerosi
cambiamenti per quanto concerne la sua classificazione e nomenclatu-
ra'. Identificato come Bacillus bronchicanis da Ferry nel 1910, per il suo
isolamento dalle vie respiratorie di cani affetti da cimurro, venne suc-
cessivamente rinominato Batterio bronchisepticus, Alcaligenes bronchisep-
ticus, Brucella bronchiseptica, Alcaligenes bronchicanis e Haemophilus bron-
chisepticus. Solo nel 1952 al batterio fu dato il nome attuale di B. bron-
chiseptica quando Moreno-Lopez? decisero di inserirlo nel genere Bor-
detella, in onore di Jules Jean Baptiste Vincent Bordet, che per primo
isolo I'agente eziologico della pertosse nell’'uomo.

Bb & un batterio di forma cocco-bastoncellare, Gram negativo, aerobio
stretto, catalasi e ossidasi positivo. Si differenzia dalle altre specie del
suo genere (B. ansorpii, B. avium, B. hinzii, B. holmesii, B. parapertussis, B.
pertussis, B. petrii, B. trematum) per alcune caratteristiche biochimico-
enzimatiche e fenotipiche: utilizza il citrato, non fermenta i carboidra-
ti, idrolizza I'urea, non & emolitico su agar sangue ed & mobile’. Borde-
tella pertussis e B. parapertussis sono principalmente conosciute come
patogeni umani*>¢ tuttavia alcuni casi sono stati riferiti anche in medi-
cina veterinaria’. Bb & uno degli agenti eziologici primari della rinite
atrofica e polmonite nel suino, tracheobronchite nel cane, rinite nel co-
niglio e affezioni del tratto respiratorio nel gatto®’. Tra le malattie re-
spiratorie, la tracheobronchite infettiva (ITB) del cane o “tosse dei ca-
nili” & conosciuta come una malattia altamente contagiosa, a decorso
acuto che puo essere provoca da diversi agenti microbici e virali tra cui
Bb, I'adenovirus 2 canino (CAV2), il virus della parainfluenza (PIV) e il
coronavirus respiratorio'®!". Nei cuccioli, in particolare, & stata anche
descritta una forma di polmonite batterica infettiva acquisita nelle co-
munita che nella maggior parte dei casi (49%) & sostenuta da Bb'2 La
diagnosi presunta di malattia respiratoria, di eventuale ITB o comun-
que di malattia riferibile a “Canine Infectious Respiratory Disease
Complex” (CIRDC) verra effettuata dal veterinario in base all’anamne-
si, alla valutazione dei segni clinici e alle indagini di laboratorio'®!3,
Lanalisi del lavaggio broncoalveolare (BAL) permette di mettere in evi-
denza il grado d’infiammazione e, mediante esame batteriologico, i ger-
mi eventualmente coinvolti. Lisolamento e I'identificazione di Bb,a par-
tire da BAL, con metodi tradizionali non ¢ scevra da difficolta tecniche
per la simultanea crescita di batteri spesso contaminanti e per i test
biochimici identificativi richiesti'*. Dalla letteratura si evince come I'in-
troduzione della reazione a catena della polimerasi (PCR) ha permes-
so di agevolare la sua piu rapida e specifica identificazione'>'¢!7:'8 no-
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nostante le affinita genetiche presenti con le altre
due specie B. pertussis e B. parapertussis.

Lo scopo del presente lavoro € descrivere la mes-
sa a punto di una nuova metodica di PCR real-ti-
me con utilizzo di SYBR Green a partire da un
ceppo di referenza ATCC di Bb e la sua successi-
va applicazione per la ricerca diretta del batterio
in cani con tosse acuta e/o persistente. La tecnica
molecolare descritta viene quindi proposta come
metodo di screening in cani con malattia respira-
toria ad eziologia sospetta per Bb.

Per la messa a punto della metodica si ¢ utilizzato
il ceppo di referenza Bb ATCC 10580 in Culti-Lo-
ops (Oxoid, Milano). Questo veniva seminato in
brodo di coltura Brain Heart Infusion (Biogenetics,
Padova) e successivamente su Tryptone Soya Agar
addizionato con 5% sangue di pecora (Oxoid, Mi-
lano) a 36°C per un totale 48-72h (Figura |). Dal-
la sospensione, in H,O distillata sterile, di colonie
del ceppo isolate in purezza si procedeva all’estra-
zione del DNA mediante trattamento termico per
5 min in microonde, successiva centrifugazione a
13000rpm per 5 min e recupero del surnatante
che veniva quindi stoccato a -20°C. Per ogni estra-
zZione é stato introdotto un controllo negativo con
H,O-DEPC (dietilpolicarbonato).

| casi clinici sono stati seguiti dallo stesso medi-
co veterinario che eseguiva la visita, la raccolta

-|l?. AT ."."

dei dati anamnestici e il prelievo dei tamponi a li-
vello faringeo per gli esami di PCR. | 50 cani, di
differente sesso e razza, sono stati suddivisi in 3
gruppi in base all’eta: gruppo A <I anno (n=17),
gruppo B tra | e 7 anni (n=18) e gruppo C > 7
anni (n=15). Quelli del gruppo A e parte di B era-
no caratterizzati da problemi respiratori che, ri-
ferivano i proprietari, avevano un’insorgenza ra-
pida e quindi presenti da un massimo di 3 giorni.
Quelli del gruppo C e i rimanenti B presentava-
no invece una sintomatologia tussigena piu lieve
ma persistente da alcune settimane o che recidi-
vava dopo un precedente trattamento antibioti-
co. Quando possibile sono state annotate infor-
mazioni riguardanti lo stile di vita, i luoghi di fre-
quentazione e di relazione con altri cani (giochi,
agility, mostre ecc...).

| tamponi faringei erano conservati in provetta ste-
rile contenente EDTA e stoccati a temperatura di
refrigerazione, per un massimo di 3 giorni, fino al-
I'estrazione del DNA. Questa & stata effettuata
tramite 'utilizzo di kit commerciali (QlAamp DNA
Mini Kit, Qiagen, Milano) che permettono di otte-
nere un volume finale di circa 100 pl di DNA elui-
to in buffer AE e stoccato a -20°C fino al suo uti-
lizzo per la reazione di PCR.

La reazione di PCR real-time & stata eseguita su
termociclatore StepOne (Life Technologies Italia,
Monza), strumento capace di rilevare la fluorescen-
za emessa dal colorante intercalante SYBR Green
presente nella miscela di reazione (Life Technolo-
gies Italia, Monza). Per la reazione di PCR real-time
mediante SYBR Green é stata utilizzata una coppia
di primers specifici per il gene flagellare flaA di Bb:
Fla4 (forward) 5-TGGCGCCTGCCCTATC-3’ e
Fla2 (reverse) 5-AGGCTCCCAAGAGAGAA-
AGGCTT-3’ che producono un prodotto di ampli-
ficazioni di 237bp, come descritto da Hozbor et al.,
1999'5. Il volume finale per singola reazione era di
25 pl contenente 2 ul DNA, 12 uL di Fast Mixer
SYBR Green, IuL di ciascun primer (100mM) e
H,O pura fino a raggiungimento del volume. Come
controllo positivo si utilizzava il ceppo di referenza
ATCC 10580 e come controllo negativo H,O-
DEPC, inserito in ogni ciclo di reazione. | cicli di
amplificazione comprendevano uno step iniziale di
denaturazione a 95°C per 20 sec, seguiti da 40 ci-
cli comprensivi di 0,1 sec di denaturazione a 95°C,
annealing e extension a 60°C per 20 sec, e uno
step finale di melting per lo studio della relativa
curva: 95°C per |15 min, 60°C per | min e infine un
lento aumento della temperatura a 95°C ad una
velocita di 0,3°C per |5 sec per I'acquisizione con-

FIGURA | - Ceppo di referenza B. bronchiseptica in Culti-Loops e sua coltura in

piastra di agar sangue con colonie non emolitiche. tinua del declino di fluorescenza. Il prodotto di am-

plificazione del ceppo di referenza (ATCC 10580)
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FIGURA 2 - Curva di amplificazione dei campioni positivi alla ricerca di B. bronchiseptica mediante PCR real-time con SYBR Green e relativa curva

di melting.

€ stato saggiato tramite corsa elettroforetica in gel
di agarosio al 2%, contenente bromuro di etidio,
per l'evidenziazione della banda di 237bp corri-
spondente alla regione amplificata del gene flaA di
Bb. Per tutti gli altri amplificati, & stata eseguita
l'analisi della temperatura di melting (Tm) e relati-
va curva per I'accertamento dell’avvenuta reazione
e l'assenza/presenza di aspecifici, congiuntamente
al controllo positivo precedentemente testato.

La reazione di PCR real-time in SYBR Green e la
relativa analisi della curva di melting sul ceppo di
referenza di Bb ATCC 10580, mostrano una cor-
retta individuazione del DNA batterico e I'ampli-
ficazione a partire dal 22-23° ciclo, con un massi-
mo della Tm a 83+1°C (Figura 2).

Nessuna amplificazione si € manifestata nel con-
trollo negativo (H,0), la lettura della corsa elet-
troforetica conferma un prodotto di 237bp corri-
spondente al gene flaA (Figura 3).

Sul totale dei 50 campioni di DNA saggiati, n=26
sono risultati positivi (52%) alla ricerca di Bb con
tecnica PCR real-time SYBR Green. In particolare
nei 3 gruppi saggiati si evidenziano le seguenti po-
sitivita: n=13 (26%) nel gruppo A, n= 8 (16%) nel
gruppo B e n=5 (10%) in C (Grafico ).
Considerando il solo gruppo dei cuccioli (A) si
evince un’incidenza pari al 76% dei cuccioli testati
(Grafico 2).

La metodica di PCR real-time con SYBR Green ci
consente di monitorare la formazione del prodot-
to e di analizzare la successiva curva di melting, con
notevoli vantaggi in termini di tempo ed affidabilita
legati alle caratteristiche della reazione stessa, co-
me giad descritto in letteratura'>'®. Infatti I'isola-

FIGURA 3 - Elettroforesi in gel agarosio 2% al bromuro
di etidio, per evidenziazione del frammento di 237bp
(flaA) di B. bronchiseptica da tre diluizioni successive del
ceppo di referenza ATCC 10580 (colonna 3-4-5), con-
trollo negativo (colonna 2) e peso molecolare 100bp
(colonna ).
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GRAFICO | - Positivita percentuali riscontrate nelle tre classi (A, B e C) alla ri-
cerca di B. bronchiseptica.
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GRAFICO 2 - Incidenza delle positivita nelle singole classi dei campioni testati
(cuccioli, adulti e anziani).

mento di Bb mediante la sola microbiologia classi-
ca si presenta piuttosto indaginosa: pud essere
eseguita su diversi terreni colturali (MacConkey
agar, Bordet-agar o Gengou Smith-Baskerville) che
perd consentono la crescita di altri batteri, anche
semplici contaminanti, che alterano la morfologia
coloniale di Bb, rendendo necessaria I'esecuzione
di numerosi test biochimici per la sua piu certa
identificazione?. Per tale ragione I'utilizzo delle
tecniche di biologia molecolare (PCR) facilitano la
sua identificazione e permettono di discriminare
anche tra le specie piu affini del genere Bordetel-
la'**'. Nello specifico, la reazione di PCR real-time
con SYBR Green, qui descritta, consente una rapi-
da identificazione del batterio in circa 90 min. Tec-
nicamente il SYBR Green, colorante intercalante
fluorescente, quando ¢ fortemente legato al DNA

a doppio filamento, determina un aumento della
fluorescenza che viene rilevato dalla macchina?%.
A reazione avvenuta, il software rende visibile la
formazione di un picco di fusione detto punto del-
la curva di melting (Figura 2). Tale tipologia di ana-
lisi molecolare non rende pili necessaria la visualiz-
zazione dei prodotti di PCR su un gel di agarosio e
permette un notevole risparmio di tempo, miglio-
rando inoltre la sicurezza per I'operatore.

| risultati ottenuti, con particolare riferimento alle
positivita (52%), evidenziano I'importanza della
prevalenza del patogeno Bb finora principalmente
studiato in umana' rispetto alla veterinaria®. La
corretta identificazione e la diagnosi eziologica
della malattia respiratoria sono infatti necessarie
per un migliore approccio terapeutico rispetto al-
le infezioni di origine virale (CAV2, PIV e corona-
virus) a cui possono successivamente associarsi
altri batteri presenti nell’albero respiratorio® (E.
coli, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Streptococcus
spp). Tuttavia bisogna precisare che la sola indagi-
ne molecolare per la ricerca mirata di Bb non puo
escludere la concomitante presenza di altri pato-
geni delle vie aeree. Nella nostra esperienza i trat-
tamenti farmacologici (doxiciclina o azitromicina)
eseguiti dopo esito positivo alla PCR, hanno por-
tato ad una risoluzione della sintomatologia tussi-
gena, tuttavia questo non permette di identificare
il batterio come unico responsabile del quadro cli-
nico-sintomatologico osservato. In molti casi la
bordetellosi & una malattia autolimitante e i trat-
tamenti farmacologici sono spesso riservati ai ca-
si resistenti o con complicanze polmonari®.

Le elevate positivita riscontrate tra i cuccioli
(76%) congiuntamente ai rilievi clinici caratterizza-
ti da fenomeni di tosse acuta sono indicativi di una
ITB acuta sostenuta da Bb, cosi come anche in
parte degli adulti. Nel gruppo anziani & interessan-
te evidenziare come I'anamnesi dei soggetti, risul-
tati positivi alla ricerca di Bb mediante PCR, riferi-
sce di un contatto con altri soggetti di giovane eta
e con tosse, recentemente introdotti in ambito fa-
miliare o in allevamento o anche durante attivita
all’aperto (agility, aree cani per gioco, ecc...)'3%.
Tali considerazioni congiuntamente alle non esi-
gue positivita riscontrate induce gli autori a consi-
gliare la metodica di PCR real-time con SYBR
Green come metodo di screening su popolazioni
canine di differenti eta con problemi respiratori
acuti o cronici/persistenti.
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ne durante le fasi di realizzazione tecnica del lavoro.

Bordetella bronchiseptica, PCR SYBR Green, tosse, cani.
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Molecular identification

of Bordetella bronchiseptica
by real-time PCR in dogs
with respiratory disease

The infectious tracheobronchitis of dog or “ken-
nel cough” is a respiratory syndrome caused by
different etiologic agents such as canine adenovi-
rus 2 (CAV-2), parainfluenza virus (PIV), respirato-
ry coronavirus and by Bordetella bronchiseptica
(Bb) which is considered the prominent agent.
The aim of the following paper is to describe the
development of a diagnostic method based on
SYBR Green real-time PCR on a reference strain
and its subsequent application for the direct se-
arch of Bb in patients with acute and/or persistent
cough. The real-time PCR based on SYBR Green
was arranged with a couple of primers specific for
the flaA gene of Bb, using the reference strain of
ATCC 10580 as a positive control. At the end of
the cycle, the melting temperature curve was ana-
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