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IntroduzioneIntroduzione
Gli uccelli migratori possono diffondere patogeni in 3 modi (Hubálek, 

2004):

Carrier biologici (il patogeno si replica nell'ospite)

Carrier meccanici (il patogeno viene trasportato meccanicamente)

Carrier di ectoparassiti ematofagi infetti

Trasmissione a un altro ospite

Co-feeding
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Approccio allo studioApproccio allo studio
Isolamento: poche linee cellulari permissive

[RT-]PCR: applicabile per pochi patogeni per volta

Microarray: bassa sensibilità nonostante sonde con mismatch

Representational difference analysis e random amplification: 

identificazione di virus sconosciuti, ma poco sensibili e 

laboriose
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Isolamento: poche linee cellulari permissive

[RT-]PCR: applicabile per pochi patogeni per volta

Microarray: bassa sensibilità nonostante sonde con mismatch

Representational difference analysis e random 
amplification:identificazione di virus sconosciuti, ma poco 
sensibili e laboriose

Next Generation Sequencing:

Nessuna conoscenza a priori sul target

Identificazione sia di virus che di batteri
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ObiettiviObiettivi
Approccio innovativo per lo studio della biodiversità microbica degli 

ectoparassiti degli uccelli migratori tramite tecnologia NGS:

 Metabarcoding 16S e sequenziamento di small RNA per 

l’identificazione di sequenze microrganismi negli ectoparassiti degli 

uccelli migratori

 Mettere a punto delle pipeline bioinformatiche per l’identificazione di 

organismi patogeni da dati di miRNoma

 Caratterizzare il microbioma degli ectoparassiti rilevati su uccelli 

migratori

 Indagare la presenza sul territorio regionale di agenti infettivi esotici o 

nuovi importati attraverso gli ectoparassiti degli uccelli migratori
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Small RNA per identificazione di nuovi virus

Small interfering RNA (siRNA) si 
legano a mRNA, e ne inducono la 
degradazione

I virus sono sia attivatori che target 
dell'RNA interference

RNAi è il principale meccanismo di 
immunità innata nelle zanzare per il 
controllo di infezione e trasmissione 
di arbovirus
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Small RNA per identificazione di nuovi virusSmall RNA per identificazione di nuovi virus

Ricostruzione di genomi virali da siRNA
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Siti di campionamentoSiti di campionamento



MaterialiMateriali
Raccolta di 194 ectoparassiti in RNAlater® (ditteri ippoboscidi, zecche, 

mallofagi, pidocchi e altri ectoparassiti) da 115 uccelli.

28 specie di uccelli campionati (migratori a lungo raggio, a breve raggio, 
stanziali) durante sessioni di inanellamento.
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MetodiMetodi
Estrazione di RNA totale e small RNA in frazioni separate, sequenziamento 
del gene mitocondriale COI per identificazione molecolare del vettore, 
valutazione degli RNA con Bioanalyzer 2100.

small RNA

<100nt

RNA totale

Solo picco 18S 
perché il 28S in 
artropodi si 
spezza con 
denaturazione e 
migra con 18S 
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MetodiMetodi
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Risultati - 16SRisultati - 16S
I generi potenzialmente zoonosici riscontrati: Rickettsia, Anaplasma, 
Borrelia, Coxiella, Francisella e Ehrlichia

Genere Hit Prevalenza Conferme PCR

Francisella 4 3,3% 2

Bartonella 4 3,3% 0

Borrelia 17 14,2% 10

Rickettsia 110 91,7% 47

Coxiella 6 5,0% 0

Anaplasma 3 2,5% 3

Ehrlichia 98 81,7% -
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Risultati - 16SRisultati - 16S

Simbionti Coxiella-likeSimbionti Coxiella-like

Errore di identificazione?Errore di identificazione?

Simbionti Rickettsia-likeSimbionti Rickettsia-like

Genere Hit Prevalenza Conferme PCR

Francisella 4 3,3% 2

Bartonella 4 3,3% 0

Borrelia 17 14,2% 10

Rickettsia 110 91,7% 47

Coxiella 6 5,0% 0

Anaplasma 3 2,5% 3

Ehrlichia 98 81,7% -

Simbionti Francisella-likeSimbionti Francisella-like
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I generi potenzialmente zoonosici riscontrati: Rickettsia, Anaplasma, 
Borrelia, Coxiella, Francisella e Ehrlichia



Risultati - 16SRisultati - 16S

Risultati di Blast-Megan di un campione con E. ovina
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Risultati - 16SRisultati - 16S
Specie confermate mediante PCR e sequenziamento Sanger:

 Rickettsia aeschlimanii, asiatica, bellii, canadensis, helvetica, monacensis

 Anaplasma phagocytophilum

 Borrelia valaisiana

Coinfezioni confermate:

 Borrelia-Rickettsia (n=9)

 Anaplasma-Rickettsia (n=2)

I generi simbionti riscontrati: Wolbachia, Arsenophonus, Candidatus 

Midichloria mitochondrii, Francisella-like, Rickettsia-like, Coxiella-like
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Risultati – small RNARisultati – small RNA
10 pool da 10 campioni: 16M read/pool

Lunghezza ~30 bp

10 pool da 10 campioni: 16M read/pool

Lunghezza ~30 bp

word size= 17, min contig lenght= 17 bpword size= 17, min contig lenght= 17 bp

eliminate sequenze ≥ 35bp per evitare la 
ricostruzione del genoma di PhiX

eliminate sequenze ≥ 35bp per evitare la 
ricostruzione del genoma di PhiX
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Risultati – small RNARisultati – small RNA
Risultati dall'output di BlastX:

Due pool con sequenze correlate (similarità 49-92%) a Sacbrood virus 
(SBV) - Iflavirus
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Microbiota delle alte e basse vie 

respiratore in vitelli di razza Piemontese

Cerutti F., Nicola I., Grego E., Bertone I., Cagnasso A., 
D’Angelo A., Acutis P.L., Bellino C., Peletto S.
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Introduzione

Microbioma polmone

...
Microbioma polmone

?
Microbioma nasofaringe

Viroma polmone

?

Microbioma nasofaringe
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Scopo del lavoro

Viroma polmone

?

Microbioma nasofaringe

Caratterizzare le alte e basse vie respiratorie 
in vitelli di razza Piemontese affetti e non da 
BRD mediante metabarcoding del 16S rRNA
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BRD= Bovine 
Respiratory Disease

BRD

Stress

Patogeni

ImmunitàAmbiente
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BRD= Bovine 
Respiratory Disease

Sindrome di difficile controllo

Fatale per i vitelli

Grave danno economico
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22 vitelli svezzati di razza 
Piemontese

Follow-up ogni 7 gg



Materiali & Metodi

Esecuzione dei BAL:
Sedazione animale

Tracheotomia

 Inserimento catetere sterile

 Iniezione 60ml di fisiologica 
0.9% NaCl

 Immediata aspirazione

Ulteriori analisi:
Batteriologico

Virologico

Analisi biochimiche

 9 casi BRD

 13 controlli
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n. read totali: 3.482.819
Lunghezza media: 407 ± 80
810 read uniche chimeriche



Risultati

Microbiota per singolo campione
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Risultati

Microbioma totale
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29 phyla

305 generi

29 TN 21 BAL

289 TN 182 BAL

61.8%
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Risultati

Core biome

Tutti i campioni
Mycoplasma

Tamponi
Succinivibrio
Mycoplasma
Sphingomonas
Corynebacterium

BAL
Mycoplasma
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Risultati

Gruppi testati
Tipologia campione
Lesioni ecografiche
Score ecografia >3
Segni clinici
Batteriologico BAL
Batteriologico tamponi
Tipologia campione e lesioni 

ecografiche
Sesso
Allevamento
Animale
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Risultati

Gruppi testati
Tipologia campione
Lesioni ecografiche
Score ecografia >3
Segni clinici
Batteriologico BAL
Batteriologico tamponi
Tipologia campione e lesioni 

ecografiche
Sesso
Allevamento
Animale

Gruppi significativi
Tipologia campione
Lesioni ecografiche
Score ecografia >3
Segni clinici
Batteriologico BAL
Batteriologico tamponi
Tipologia campione e lesioni 

ecografiche
Sesso
Allevamento
Animale
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Risultati
Confronto microbiota alte e basse vie 
respiratorie

Differenza statisticamente significativa (ADONIS)

BAL Tampone
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Abbondanza relativa dei generi identificati in TN e 
BAL
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Risultati

Diversità alpha del microbiota 

- BAL     - Tamponi

BAL Tamponi p-value

Species richness 1708.91 ± 59.2 4057.29 ± 7.74 0.001

Shannon index 4.82 ± 0.018 100.04 ± 0.67 0.001

Simpson index 2.2 ± 0.01 15.18 ± 0.09 0.001
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Confronto microbiota alte e basse vie respiratorie 
(Diversità beta – PCA)
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-BAL     - TN



Confronto microbiota – Lesioni ecografiche

Differenza statisticamente significativa (ADONIS)

BAL Pos Swab Neg Swab Pos BAL Neg
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Conclusioni
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Efficient isolation on Vero.DogSLAMtag Efficient isolation on Vero.DogSLAMtag 
cell line and whole genome cell line and whole genome 

characterization by next generation characterization by next generation 
sequencing of Dolphin Morbillivirussequencing of Dolphin Morbillivirus

Efficient isolation on Vero.DogSLAMtag Efficient isolation on Vero.DogSLAMtag 
cell line and whole genome cell line and whole genome 

characterization by next generation characterization by next generation 
sequencing of Dolphin Morbillivirussequencing of Dolphin Morbillivirus
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http://www.ictvonline.org/virusTaxonomy Accesso in data 13.04.2017
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• Porpoise morbillivirus (PMV);
 
• Dolphin morbillivirus (DMV);
 
• Pilot whale morbillivirus (PWMV).

3 nuovi ceppi identificati 

• Longman’s beaked whale morbillivirus (LBWMV);

• Guiana dolphin morbillivirus;

• Indo-Pacific Bottlenose dolphin morbillivirus

STRAINSI

Van Bressem et al. 2014; Viruses
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Van Bressem et al. 2014; Viruses
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CeMV nel Mar MediterraneoCeMV nel Mar Mediterraneo
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Il genoma del DMV responsabile dell’epidemia del 1990-1992 è il solo genoma 
di CeMV completamente sequenziato (Rima et al., 2005). 



IL RECETTORE SLAM

Signaling lymphocyte activation molecule (SLAM  o CD150)
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dogSLAM vs DMV

Vero dog SLAM DMV

Foto: IZSPLV
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TRACE BACK CASI DMV2008

CARCASSA Stenella coeruleoalba 
•stato di nutrizione scadente
•edemi sottocutanei gelatinosi

(LAIGUEGLIA)

Foto: IZSPLV

SNC
•congestione;
•meningite linfocitaria; 
•manicotti perivascolari e vasculite linfocitaria

SNC - INDAGINI
•Positività IHC CDV, RPV cervelletto
•Positività RT-PCR DMV

•Isolamento ?



Fig.A Fig.B

Fig.C Fig.D Foto: IZSPLV

Foto: IZSPLV

Foto: IZSPLV

Foto: IZSPLV

Vero DogSLAM 48hVero DogSLAM 48h Vero DogSLAM 48hVero DogSLAM 48h

Vero Vero 
DogSLAM DogSLAM 

72h72h Vero DogSLAM 96hVero DogSLAM 96h

Fig.HFig.G

Fig.E Fig.FFoto: IZSPLV Foto: IZSPLV

Foto: IZSPLV Foto: IZSPLV

Isolamento DMV su 
Vero.DogSLAMtag



SEQUENZIAMENTO NGS
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The final length obtained from the read assembly was 15,667 nucleotides (nt)  
covering 99.8% of the DMV reference genome



Comparison of the 
DMV_IZSPLV_2008 and the 1990-
1992 DMV strain sequences 
revealed 157 nucleotide 
mutations and 47 amino acid 
changes at different sites. The 
sequence similarity was 98.7% at 
the full genome level.

Epidemia 
2006-2008

Epidemia 
1990-1992

9 Kb





Interestingly, genome comparison revealed that the 
neglected L gene, although encompassing ~40% of the 
DMV genome, indeed includes 74% (35 out of 47) of the 

diversity (amino acid changes) that differentiate the strains 
of the two epidemics
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Sequenze del gene L di CeMV in GenBank



Sequenze del gene L di CeMV in GenBank



Gene L - “regione ipervariabile” di ~600 bp

Nuovo target per filogenesi e epidemiologia 
molecolare di CeMV?
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Grazie per Grazie per 
l’attenzione!l’attenzione!
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