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Introduzione

La bronchite infettiva aviare è una patologia a diffusione mondiale, presente i tutti quei paesi in cui si è sviluppata un’industria avicola, arrivando, in molte zone, ad una prevalenza dell’infezione vicina al 100%. Ciò determina notevoli perdite economiche legate fondamentalmente alla scarsa crescita, al peggioramento dell’indice di conversione, all’aumento del numero di scarti e della mortalità nei broilers ed ancora, al calo dell’ovodeposizione ed alla minore qualità dell’uovo nelle ovaiole e nei riproduttori. 

Nel mondo sono attualmente noti più di 50 sierotipi diversi e si continua tutt’ora ad isolare e caratterizzarne di nuovi. Tuttavia, ad eccezione di alcuni sierotipi comuni a molti paesi (Mass), i ceppi di IBV isolati in ogni regione geografica hanno in genere un carattere unico e distintivo, vale a dire che i ceppi di IBV isolati in Europa differiscono in genere da quelli provenienti da Usa o Australia ed ogni gruppo geografico può essere distinto dall’unicità delle sequenze gnomiche .  

La continua comparsa di nuove varianti antigeniche può però rendere problematica la realizzazione di adeguate profilassi immunizzanti, per questo motivo, le indagini epidemiologiche indirizzate alla caratterizzazione dei ceppi IBV isolati in ogni territorio risultano di notevole importanza nella scelta di programmi vaccinali in grado di conferire una buona protezione. 

Lo scopo di questo testo è quello di fornire una visione sintetica e, necessariamente sommaria, della complessa situazione epidemiologica attuale della IB nel mondo, icon particolare riferimento agli USA ed all’Europa per quanto riguarda la presenza dei sierotipi più importanti.

Caratteristiche del virus

Il virus della Bronchite Infettiva (IBV) appartiene al genere coronavirus e, insieme a quello del tacchino e del fagiano, viene inquadrato nel terzo gruppo del genere coronavirus. Gli altri due gruppi corrispondono ai coronavirus dei mammiferi, che differiscono da quelli aviari nella organizzazione del genoma e nella sequenza dei geni. In un quarto gruppo, creato recentemente,  viene collocato provvisoriamente il coronavirus della Severe Acute Respiratory  Syndrome (SARS). 

Il genoma è costituito da un filamento unico di RNA che codifica la produzione di quattro proteine strutturali:

· M: glicopoteina della membrana

· N: proteina del nucleocasside
· S: glicoproteina dello spike, divisa in due subunità : una amino-terminale S1 di 520 aa ed una carbossi-terminale S2 di 625 aa

· E: proteina dell’envelope                                                                                        
La subunità S1 è quella più frequentemente sottoposta a variazioni antigeniche responsabili della comparsa  dei sierotipi diversi. Al suo interno si distinguono 3 regioni ipervariabili (HVR) ed inoltre si trovano gli epitopi antigenici che inducono la produzione di anticorpi virus-neutralizzanti ed inibenti la emoagglutinina (2, 6, 8, 9, 13) . 

Classificazione dei ceppi di IBV

Esistono diverse metodiche di classificazione dei ceppi IBV, anche se possono essere divise fondamentalmente in due tipi: quelle funzionali riguardanti le proprietà biologiche del virus (si parla di immunotipi, patotipi, sierotipi o epitopo-tipi) e quelle definite non-funzionali basate su studi del  genoma virale (genotipi) (9, 13, 17). 

La determinazione del sierotipo si fonda sull’utilizzo di tecniche di tipizzazione sierologica quali, virus-neutralizzazione (VN) e inibizione dell’emoagglutinazione, mediante l’uso di antisieri diretti verso epitopi antigenici all’interno della S1. Variazioni di solo pochi aminoacidi possono essere sufficienti per determinare un cambio di sierotipo (9, 13, 17).
La caratterizzazione genomica tramite RT-PCR si basa sulla amplificazione della parte di genoma che codifica la HVR o tutta la S1 e sul successivo sequenziamento, l’uso di primers specifici per l’identificazione del genotipo o l’uso della tecnica “Restriction enzyme fragment lengh polymorphism” (RFLP)  (5, 13, 22).

In generale esiste una buona correlazione tra sierotipo e genotipo, tuttavia possono manifestarsi situazioni non corrispondenti come ceppi appartenenti a differenti sierotipi che presentano una elevata percentuale di omologia nelle loro sequenze nucleotidiche o, al contrario, isolati dello stesso sierotipo le cui sequenze nucleotidiche differiscono in modo rilevante (3, 9,13).    

Situazione attuale in USA

Dalla segnalazione del primo caso di bronchite infettiva nel 1930 nel Nord Dakota e l’isolamento e caratterizzazione dei primi sierotipi  (Massachusetts nel 1941 e Conneticut nel 1951) (9) la situazione epidemiologica negli Stati Uniti si è notevolmente evoluta, con l’isolamento e la tipizzazione di numerosi sierotipi o varianti quali , ad esempio : Mass, Conn, Ark, Ca var, DE072, Ga98, Florida, JMK, Iowa, Gray, Holte, Se17, Main209, Clark333 (17). 

Indagini condotte negli ultimi 10 anni, hanno rilevato che i sierotipi più frequenti sono Ark, in particolare Ark DPI, Mass e Conn che tra l’altro, sono i sierotipi presenti nei vaccini più comunemente usati (19, 29). I sierotipi Florida, JMK, Iowa, Gray, Holte, che avevano importanza nel passato, non sono stati più isolati in quest’ultimo periodo (19).

Altri sierotipi caratterizzati recentemente sono il DE072, isolato per la prima volta nella regione del Delmarva nel 1990 da broilers con forme respiratorie,  che era geneticamente correlato alla variante olandese D1466 (25). Questo sierotipo è risultato molto diffuso nel Sud Est negli anni 1990-1993. 

L’ introduzione di un vaccino DE072, ha determinato una diminuzione degli isolamenti fino al 1996 quando si è iniziato a registrare un nuovo incremento (15, 19, 22). Tuttavia, indagini molecolari eseguite su ceppi DE072-like isolati nella Georgia tra il 1997 e il 2000, hanno permesso di rilevare la presenza di un nuovo sierotipo il GA98 (23) probabilmente derivato dal DE072 tramite un drift antigenico.La percentuale degli isolamenti tipo GA98 è in diminuzione dal 2001 (19, 29)). Le prove di sicurezza ed efficacia di un nuovo vaccino con il sierotipo GA98 sono statipubblicate recentemente (18) 
Le forme renali, rispetto alle forme respiratorie o riproduttive, sono poco frequenti , anche se periodicamente si segnalano isolamenti di ceppi nefropatogeni. I primi casi furono segnalati nel 1962 in Wisconsin (Holte) e nel Delmarva (Gray), nel 1987 in Georgia, nel 1989 in Florida e nel 1991 in California. Uno degli episodi più gravi si registrò in Pennsylvania negli anni 1997-2000 dove furono identificati 2 nuovi genotipi PA/Wolgemuth/98 e PA/171/99 (33).

In California sono state identificate delle varianti denominate “californiane” che esibiscono notevoli differenze antigeniche con gli altri sierotipi presente negli USA e che risultano presenti solo in questa regione dal 1988 fino ad oggi; sono classificate in due gruppi distinti 1 e 2 (27,30) . 

Non è mai stata segnalata la presenza di sierotipi circolanti in altri continenti (19).

Situazione attuale in Europa             

Ci sono segnalazioni della presenza del sierotipo Mass già dagli anni ’40 (9). Da allora,  come è accaduto in altri continenti, è stato identificato e caratterizzato un elevato numero di sierotipi, quali: Mass, D207, D212, D274, D3896, D1466, PL-84084France, AZ23/74It, B1648, UK6/82, UK142/86, 793B, 624-I, IT02 (17). Fra questi è opportuno ricordare, in particolare : 

· Il sierotipo Mass presente praticamente in tutta Europa, e tutt’ora molto diffuso in alcuni paesi. Indagini eseguite in Gran Bretagna su ceppi isolati dal 2002 lo riportano come uno dei più frequenti (20). In Svezia, è stato osservato che i ceppi Mass-type isolati dal 1° focolaio di IBV nel 1994, fino all’introduzione del vaccino nel 97, presentavano una sequenza nucleotidica che differiva leggermente dal ceppo vaccinale; stranamente, dal 1998 la maggior parte dei ceppi isolati presentavano invece una omologia del 100% con il ceppo vaccinale, indicando che l’uso del vaccino potrebbe aver contribuito alla diffusione di IBV (14).  

· Le varianti olandesi (i.e. D274, D1466), isolate per la prima volta nella fine degli anni 70 (12),  presentano un tropismo fondamentalmente respiratorio. Il sierotipo D274 era molto diffuso negli anni 80 e inizio dei 90 in molti paesi dell’ovest Europa. In  Belgio era, ad esempio, il più frequente nella prima metà degli anni 90, superando anche il sierotipo Mass e la variante B1648 (24).

· La variante nefropatogena belga B1648 è stata isolata per la prima volta nel 1984 (24). Conosciuta anche come D8880 è attualmente responsabile di sporadici casi di forme renali di IBV21) . In passato in Belgio, negli anni 1986-1995, la percentuale di isolamenti di questa variante si aggirava attorno al 8-10%, anche se nella maggior parte dei casi (70%) l’infezione determinava sintomatologia respiratoria mentre solo in una piccola percentuale (4%) veniva isolato da forme renali (24).

· Il sierotipo 793B o 4/91 è stato segnalato per la prima volta nel 1991 in Gran Bretagna  in riproduttori con miopatia dei muscoli pettorali superficiali e profondi (16) . Studi retrospettivi dimostrarono la presenza di questo sierotipo in Francia già nel 1985 (CR88) (7), ed è attualmente molto diffuso in diverse nazioni. Nel Regno Unito, ad esempio,  è il secondo sierotipo in quanto a frequenza . La sua presenza è stata segnalata anche in Thailandia (positività virologica e sierologiche) ed in Mexico (solo positività sierologiche), anche se in quest’ultimo caso non è mai stato isolato nessun ceppo tipizzato come 4/91.

· Genotipo IT02. Isolato per la prima volta in Italia nel 1999 (FO4582/99) da broilers in età compresa fra 20-45 giorni con mortalità improvvisa e con un tropismo variabile tra apparato respiratorio e forme miste con presenza costante di enterite e nefrite. E’ presente in diversi paesi dell’ovest Europa (Francia, Spagna, Germania, Olanda, Regno Unito) ed in quest’ultimo Paese è il 3° genotipo per frequenza di isolamento dal 2002 (20).

· Ceppo D388. Quest’anno è stata segnalata in Olanda l’identificazione di un potenziale nuovo serotipo (21), che è ancora in corso di caratterizzazione, osservato in 6 casi di forme nefropatogene di IBV, caratterizzate da sintomi respiratori, lettiera umida ed incremento della mortalità.  

Situazione in Italia

La prima segnalazione di un nuovo serotipo in Italia (e quindi anche in Europa) risale al 1965 con il ceppo nefropatogeno 1731PV(26). Da allora alla fine degli anni 80 si sono moltiplicati gli isolamenti di ceppi differenti, tra i quali da segnalare in particolare il 3794/Fo/83 molto studiato e caratterizzato in quegli anni ed utilizzato nei prodotti vaccinali. L’analisi del sequenziamento nucleotidico della HVR della S1 eseguito su 7 ceppi di collezione isolati nella Sezione di Forli dell’IZSLER, compresi anche i ceppi 1731PV e 3794/Fo/83, ha rivelato sorprendentemente che appartengono al sierotipo 624I segnalato per la prima volta in Italia nel 1994. Ciò sta ad indicare che detto sierotipo era già molto diffuso negli anni 60-80 ed ha continuato ad essere presente fino agli anni 90. Negli ultimi anni si è ridotta considerevolmente la frequenza degli isolamenti. 

La situazione attuale in Italia viene rispecchiata dall’indagine condotta dal IZSLER, tutt’ora in corso, che riguarda la caratterizzazione molecolare di 99 ceppi isolati soprattutto nelle regioni settentrionali dal 1999 al 2005. Considerando che oltre il 70% della produzione di carni avicole e di uova è concentrata in tre regioni del Nord Italia (Lombardia, Veneto ed Emilia Romagna) è possibile considerare questa indagine come rappresentativa della situazione nazionale nel suo complesso. 

I risultati della amplificazione e del successivo sequenziamento della HVR della S1 hanno evidenziato che i più frequenti sono il sierotipo 793B (52% dei casi) ed il genotipo IT-02 (32%). 

Il sierotipo Mass risulta presente solo nei 6% dei ceppi isolati e soltanto un isolamento nel 2004 ha evidenziato il sierotipo 624I. Un dato interessante è la caratterizzazione di due isolati come ceppo D274 e di altri due ceppi B1648; quest’ultimo già segnalato in Italia nel 1999 (3). Va sottolineato  che i ceppi caratterizzati genotipicamente come 793B possono essere ulteriormente divisi in due gruppi: il primo (23%) corrisponderebbe al sierotipo 793B propriamente detto, il secondo (77%) sarebbero ceppi che presentano una maggior percentuale di omologia con il ceppo Fa/6881/97 che con il 793B. Il ceppo Fa6881 genotipicamente non presenta con il sierotipo 793B una percentuale di differenza tale da poterlo considerare un genotipo diverso. Utilizzando la VN i risultati sono alquanto diversi: il ceppo Fa6881 non viene neutralizzato dall’antisiero CR88121 (il ceppo CR88121 è identico al ceppo 793B); il ceppo CR88121 però viene neutralizzato debolmente dall’antisiero Fa6881 (31). In questi ultimi anni diversi ceppi sono stati tipizzati sia con VN che con HI come appartenenti al sierotipo Fa6881(4), quindi si può ipotizzare che questo sierotipo sia abbastanza diffuso in Italia. 
Infine, un altro dato degno di attenzione è l’isolamento di 5 ceppi isolati da allevamenti industriali, con forme renali gravi ed aumento della mortalità, tra il 2004 e il 2005, il cui sequenziamento nucleotidico rivela una percentuale di analogia del 99% con il ceppo cinese QXIBV (26). La circolazione di ceppi simili a questa variante è già stato riportato in Italia nel 2005 da 2 episodi di IBV in allevamenti rurali (1). Ulteriori studi sulla caratterizzazione e sulla patogenicità di questi ceppi appaionoquindi necessari e sono del resto attualmente in corso.
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