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Presenza di retrovirus endogeni (ERV) in alcune tiplogie di latte bovino destinato al
consumo umano - Endogenous retrovirus (ERVS) presea in certain types of bovine milk for
human consumption.

Torresi C., Bazzucchi M., Casciari C., Rossi EliZz=mni F.

Abstract. Most retroviruses infect somatic cells, but sootieers can also infect germline cells and once lmeen
transmitted to the next generation, they are tersm@bgenous. The risk of zoonotic infection by aliendogenous
retroviruses was suspected in the context of pilgeiman xeno-transplantation. Although there is vidences of ERV
horizontal transmission, recombination phenomenatwben exogenous and endogenous retroviruses were
demonstrated. If ERV cross the species barrier afapt to new human hosts the risk will be not dolythe first
infected people, but also to the general public.bEtter investigate the potential zoonotic riskttedse viruses, this
study investigated the presence of ERV in samd&®wine milk produced for human consumption.

Riassunta La maggior parte dei retrovirus infettano le glellsomatiche, ma alcuni di essi possono anchéandele
cellule germinali e, una volta che siano trasmabaigenerazione successiva, si possono definimtegeni. Il rischio
di infezioni zoonotiche da retrovirus endogeni ginaali animali € stata sospettata nel contestoi deglo treapianti da
suino a uomo.Sebbene non vi siano evidenze dirasanissione orizzontale di ERV, é stato dimostiafenomeno
della ricombinazione tra retrovirus esogeni ed geda Se gli ERV sono in grado di attraversaredaibra di specie e
adattarsi ai nuovi ospiti umani, il rischio noniecoscritto alle singole persone infette, ma analte popolazione nel
suo insieme.Per meglio studiare il potenziale isaoonotico di questi virus, il presente studioviadutato la presenza
di ERV in campioni di latte bovino prodotto pecdnsumo umano.

Introduzione

| virus appartenenti alla famiglia Retroviridae eararatterizzati da un patrimonio genetico a RNA;
fondamentale per la replicazione di questi virda sintesi di un enzima (trascrittasi inversa) ehe
in grado di retrotrascrivere il genoma del virus RISA a DNA sfruttando I'ambiente cellulare
ospite. | retrovirus esogeni (di cui ricordiamol¥ I'HTLV nell'uomo e il BLV e gli SRLV negli
animali) sono stati molto studiati mentre molto imesi conosce dei retrovirus endogeni: questi
sono presenti in forma integrata nel DNA ospitehgneelle cellule della linea germinale: cio rende
possibile la trasmissione verticale di queste i@z Il loro ruolo non e attualmente ben defing&o
forse prematuramente, sono stati considerati inpadauni studi piu recenti, hanno messo in
relazione questi agenti con alcune patologie, reeattri ricercatori ne sottolineano le azioni
positive. Non potendo escludere la possibilitaicthmbinazione con altri retrovirus esogeni, molti
ricercatori ritengono elevato la probabilita chestuvirus possano modificarsi ed adattarsi a gpeci
diverse con eventuali rischi di ordine sanitariobiéttivo di questo studio € stato quello di indaga
la presenza di retrovirus endogeni nel latte bodestinato al consumo umano.

Materiali e metodi

Al fine di monitorare la presenza di retrovirus egeni nel genoma bovino (bovine endogenous
retrovirus, BERV) mediante PCR diretta, sono statiezionati diversi campioni biologici, in
particolare varie tipologie di latte commercialeHU pastorizzato, fermentato, fresco e crudo);
sono inoltre stati raccolti campioni di latte di $8a e di sangue intero in aziende residenti in
Umbria.Allo scopo di ottimizzare il protocollo pgrecupero delle cellule somatiche e l'estrazione
del DNA genomico, i campioni di latte sono statgabtati in provette da 50 ml le quali sono state
sottoposte ad agitazione lenta per inversione edbiaie per 15 minuti a 37° C nel bagnetto
termostatato. Dopo aver centrifugato le provette20eminuti a 3000 g a temperatura ambiente (15-
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25°C), la parte lipidica e stata aspirata, il soatante recuperato per il successivo saggio
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dell'attivita retrotrascrittasica ed il pellet ecgire sospeso nuovamente e trasferito in una nuova
provetta sterile. Le cellule somatiche sedimensateo state lavate due volte con 7 ml di PBS e
successivamente sospese in 1 ml di PBS per rithudensita e permettere la conta delle cellule. I
volume della sospensione cellulare contenente mharo di cellule somatiche desiderato (max
5x1() & stato trasferito in una nuova provetta e clemfato ad alta velocita. Dopo aver eliminato il
sovranatante, il pellet di cellule somatiche raticeél stato sottoposto ad estrazione. Per evidenziar
I'espressione di retrovirus endogeni sono statatiediversi metodi di estrazione dell'RNA totale
scegliendo, alla fine, il kit RNeasy mini Kit QIAGELa qualita e la quantita del'RNA totale
estratto sono state successivamente valutate glettrafotometro mediante il rapporto
dell'assorbanza alla lunghezza d'onda di 260 nrf@0en2n. Per accertare la presenza di sequenze
integrate di retrovirus nel genoma bovino é statpiégata una reazione di PCR convenzionale con
primer specifici desunti dalla letteratura (Fig.€ljliretti in una regione conservata della poliraera
retrovirale. Per verificare I'amplificabilita delNA sono stati utilizzati primer specifici per il ge
housekeeping GAPDH bovino disegnati sul DNA genamic

. Lunghezza

Primer Sequenza N e
dell’amplificato

[33 forward STACTGAAGAATGGCCCCTTG-3° 221 bo
B3 reverse S -CTGTGGCTTTCGTTTGTTCA-Y -
v forvward S-CTCCTCCCAAACCTGTACCA-3 .
A reverse S AATACTGTCCAAGTCATCTG- >9 bp
v7 forward SSTGACTTCTCTGTTCTTCCTT-3 .
Y7 reverse S TGTTCCCAGGTCCCACCACT-3 02 bp
GAPDH forward | 5™-ATGGTAGGAGTGGTGGGAAACT-3" |
GADPH reverse | S -CAGGTCAGATCCACAACAGACA-3 | ™7 WP
O forward | S-GGTGGGACAACAACCTACT-Y |\
O reverse SCCAGGAGCCAACATCCATACC-3 1

Figura 1: sequenze nucleotidiche dei primer imgiegdPCR
convenzionale per lI'amplificazione del genoma padeie del gene housekeeping GAPDH

| prodotti di amplificazione sono stati infine azahti per elettroforesi in un gel di agarosio & 2
contenente etidio bromuro (0,5 pg/ml).I campiosuliati positivi anche ad uno solo dei target
molecolari, sono stati successivamente utilizzati pno studio di genotipizzazione. La banda
specifica € stata ritagliata, purificata tramiteAQuick Gel Extraction Kit e quantificata su gel di
agarosio al 2%. Il DNA cosi ottenuto si € utilizzgter allestire la reazione di sequenza su
sequenziatore ABI Prism 3130 (Applied Biosystemliazando il Kit Big Dye Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystem), secondo ustogollo standard di amplificazione. Le
sequenze ottenute da 3 repliche dello stesso camgiono state assemblate mediante il software
SegManll del pacchetto DNASTAR (DNASTAR Inc., USMer l'allineamento si € utilizzando il
programma ClustalW versione 1.83 e le sequenze state confrontate con quelle dei ceppi di
riferimento presenti in GeneBank.| risultati ottériuanno suscitato la necessita di valutare anche
I'espressione di tali Retrovirus per mezzo delldafigazione dell' RNA totale. Ottenuta una quantita
di RNA compatibile con quella richiesta dal protibcola fase successiva ha previsto il trattamento
dell'acido nucleico con Dnasil dopo aver saggiateerde combinazioni di unita dell'enzima,
temperatura e durata di reazione. A questo purRNA €& stato retrotrascritto seguendo il
protocollo del kit High-Capacity cDNA Riverse Traniption (Applied Biosystem). A verifica
dell'efficienza della DNasil si sono condotte da&atrascrizioni in parallelo per ciascun campione:
in una delle due repliche non e stato impiegatozifea retrotrascrittasi (replica del campione
definita in seguito -RT). Infine, il cDNA e statmattato con I'enzima RNasiH il quale degrada il
filamento di RNA in ibridi RNA-DNA per produrre cDA a singolo filamento. Il protocollo di
amplificazione da utilizzare é lo stesso descritecedentemente nel protocollo del DNA ad
eccezione dei primers della GADPH che sono:
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forward 5' GAAGCTCGTCATCAATGGAAAG 3'
reverse 5' CAGTGGTCATAAGTCCCTCCAC 3'

Un'ulteriore indagine €& stata condotta attravetsKiti HS-Mn RT Activity (Cavidi, Uppsala,
Sweden) per saggiare I'eventuale attivitd enzimattrotrascrittasica presente nel sovranatante del
latte mediante.Tale test prevede l'impiego di uiaat@ a fondo piatto su cui sono adsorbiti RNA
con poly(A). La mix di reazione contiene primerrenucleotide, BrdUTP: I'enzima eventualmente
presente nel campione viene quindi sfruttato peteszzare il DNA complementare. Tramite una
fosfatasi alcalina coniugata all'anticorpo alfa-Brspecifico per il doppio filamento RNA/DNA si
mette in evidenza l'avvenuta sintesi per mezzadireazione colorimetrica.

Risultati e discussione

Il protocollo sperimentale adottato per il recupdetie cellule somatiche da campioni individuali di
latte bovino (di massa e commerciale) e da bufigt,ceeguito dall'estrazione del DNA genomico
con il QlAamp DNA minikit, con opportune modificamii per I'adattamento alla matrice latte, ha
dato esito favorevole.

LA A oA A AN "B 4

Figura 3. PCR su DNA genomico Gel elettroforetied grodotti di PCR di DNA genomico.Da 1 a 4: gensRBH (1:
l. di massa, 2: I. UHT, 3: I. crudo, 4: buffy caodis bianco); da 6 a 10: gepe (6: I. di massa, 7: I. UHT, 8: I. crudo, 9:
buffy coats, 10: bianco); da 11 a 15: ggn€11: |. di massa, 12: |. UHT, 13: I. crudo, 14ffp coats, 15: bianco); da
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16 a 20: gen@3 (16: . di massa, 17: 1. UHT, 18: . crudo, 19ffly coats, 20: bianco); da 21 a 25: ggdg21: I. di
massa, 22: |. UHT, 23: I. crudo, 24: buffy coats, Rianco). M: marcatore di p. molecolare 50 bpegeler.

La PCR condotta con i primer specifici di e rivalat grado di evidenziare la presenza di retrovirus
endogeni sia nei campioni di latte bovino di madsacommerciale nonché nei leucociti costituenti
i buffy coats (Fig. 3). | risultati ottenuti hanraperto la strada per ulteriori indagini volte sth a
evidenziare l'espressione dei retrovirus endogefia rmatrice latte e nei PBMC, sia a saggiare
I'eventuale presenza dell'attivita enzimatica tedserittasica.

Nel latte di massa non sempre la presenza di gligstl € associata alla presenza di amplificati
retrovirali endogeni in RT-PCR e ci0o pu0 essere utapile ad un sistema poco sensibile
considerate le difficolta nel ripeterete le amphfzioni del gene housekeeping GAPDH (Fig. 4)
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Figura 4. Repliche di RT-PCR con primer GAPDHbasdaev.
1-3-5-7: +RT; 2-4-6-8: -RT; 9 bianco. M: marcataiigpeso molecolare 50 bp generuler.

Le tipologie di latte destinato al commercio sottsp a trattamento termico (UHT e pastorizzato)
non hanno fatto rilevare nessuna attivita retrotitessica e nello stesso tempo nessun trascritto e
stato amplificabile in RT-PCR. Tale risultato eegpbile con la termolabilta dei retrovirus. Nei
saggi dell'attivita RT dei campioni di latte cruelpastorizzato, al contrario, si sono ottenutiltégu
positivi. In RT-PCR, tuttavia, € stato rilevatoniglificato relativo al4 solo nel 50% dei campioni

di latte crudo ed in nessun latte pastorizzato; swro stati rilevatj9, ,7 eB3 in nessuno di questi
campioni (mentre il GAPDH si e ritrovato nel 100% dampioni in esame).

In ultimo, nei campioni di latte fresco non e stptssibile rilevare attivita retrotrascritasicaied
risultati della PCR su cDNA sono contradditori (sakl 50% dei casi si amplifica il GAPDH ed in
nessun caso si osservano amplificati relativi &ioxerus endogeni).Concludendo, se da un lato i
risultati ottenuti dall'analisi dei campioni di tetUHT sono facilmente spiegabili e conformi alle
attese, si ritiene che il protocollo impiegato pbtre essere carente in termini di sensibilita e
ripetitivita. Anche l'adozione di una strategiaeatiativa, con l'impiego del protocollo Invitrogen
SuperScript 1l Riverse Transcripase, ha dato ideitati paragonabili a quelli descritti.
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