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INTRODUZIONE

Le dinamiche del mercato impongono anche nel settainicolo una rigorosa gestione del
processo produttivo ed una continua ricerca diate\performance sia a livello del singolo
animale che dell’'allevamento nel suo complessmégessita di limitare i costi, massimizzando
I profitti e mantenendosi competitivi sul mercatmpone un’attenta analisi e controllo del
rapporto costi/benefici nelle scelte aziendali. Modeve tuttavia trascurare come in molti casi le
scelte gestionali si fondino piu su una tendenzaspbhrmio che su una reale ponderazione dei
diversi fattori determinanti la redditivita finatiell'azienda. Questo contesto sovente si traduce
in pratiche di allevamento che si discostano rdulieate dalle condizioni ideali sia in termini
sanitari che di benessere animale. Un managemewlizionato da questi principi, pur con i
dowvuti distinguo, ha condotto verso un sistemdldvamento caratterizzato da eccessiva densita
di popolazione, da un’inadeguata gestione degliianb delle prassi di allevamento, del
personale, delle misure di biosicurezza ecc.

Cio ha contribuito all’emergere di patologie chefendano o comunque traggono enormi
benefici da un quadro come quello sopra descrlita.queste, l&orcine Circovirus Disease
(PCVD), pur presentando una eziologia multifatiesisiconosce come determinante necessario,
ma non sufficiente, un agente infettivo. La nedasdella presenza di co-fattori nell'esplicarsi
della patologia ha reso impossibile definire udaziene biunivoca fra l'infezione e lo sviluppo
di malattia. Data la rilevanza economica di quastelromi, si rende necessario lo sviluppo di
metodiche diagnostiche in grado di risolvere quesitalismo. In un contesto ideale queste
dovrebbero essere caratterizzate da un’elevatabg#ase specificita, praticita, rapidita ed
economicita di esecuzione. Di fondamentale impadasarebbe la possibilita di sfruttare tale
strumento anche al fine di monitorare gli esiti ldegerventi gestionali, ambientali o vaccinali
messi in atto.

L'utilizzo delle moderne metodiche di biologia mobéare, in particolare nella forma della rt-
PCR, offre importanti vantaggi in tal senso comedewziato dal progressivo incremento
nell'utilizzo di questa tecnologia in ambito miciologico.

Nel presente studio si &€ quindi cercato di perfegaie e comparare criticamente due metodiche
di rt-PCR, rivolte all'identificazione e quantificmne di PCV2 in diversi tessuti, al fine di

valutarne le potenzialita nella pratica diagnostica






ABBREVIAZIONI

ADV Aujeszky’s disease virus

BALT Bronchial associated lymphoid tissue

CCR5 C-C chemokine receptor type 5

CNS Central nervous system

CSFV Classical swine fever virus

CT Congenital tremor

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
IFA/FA Indirect fluorescent antibody assay/fluorescenibaily assay
IHC Immunohistochemistry

IM Intramuscolare

IPMA Immunoperoxidase monolayer assay

INFy SC Interferon-gamma-secreting cells

ISH In situ hybridization

LOD Limit of detection

ME Microscopio elettronico

NFQ Nonfluorescent quencher

ORF Open reading frame

PAMP Pathogen-associated molecular pattern

PCR Polymerase chain reaction

PCVAD Porcine circovirus-associated disease

PCVD Porcine circovirus disease

PDNS Porcine dermatitis and nephropathy syndrome
PMBC Peripheral blood mononuclear cells

PMWS Postweaning multisystemic wasting syndrome
PNP Proliferative and necrotising pneumonia

PPV Porcine parvovirus

PRDC Porcine respiratory disease complex

PRRSV Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
RER Reticolo endoplasmatico ruvido

SIvV Swine influenza virus

Twm Temperatura dnelting

Ybp Year before present






1. CENNI STORICI DELLA MALATTIA

L’esistenza diPorcine Circovirus(PCV) e nota fin dal 1974 (Tischer et al.,1974)n@nlella
prima descrizione di un virus, poi denominato PCedntaminante le culture cellulari PK-15.
Tuttavia non sono note manifestazioni cliniche adoeassociate e, allo stato attuale delle
conoscenze, viene considerato non patogeno.

Nel 1996 Harding e Clark descrissero una nuovaremd, la PMWS (post-weaning
multisystemic wasting syndrome), riconosciuta erptima volta in Canada nel 1991. Un
importante passo verso l'identificazione dell’ageetiologico avvenne due anni piu tardi con
l'isolamento di un nuovo circovirus suino (PCV2) @msuti di suini affetti da PMWS (Ellis et
al., 1998) e successivamente con la riproduziorerirepntale della patologia in animali
gnotobiotici (Clark et al., 1999). Appare comunduogortante evidenziare come, a causa dei
caratteri di multifattorialita della malattia, taéssociazione sia rimasta a lungo incerta e siano
stati necessari ulteriori studi per riconoscere PQ¥me l'agente eziologico primario della
patologia. Nei successivi anni PCV2 é stato astmeiauna pluralita di manifestazioni cliniche
complessivamente denominate PCVD (Porcine CircevDisease) in Europa (Segalés et al.,
2005a) o PCVAD (Porcine Circovirus Associated Dssganel Nord America (Opriessnig et al.,
2007Db). Oltre a PMWS sono state infatti descrittenie di Porcine Dermatitis and Nephropathy
Sindrome (PDNS) (Rosell et al., 2000), di Disord®produlttivi (West et al., 1999), di Enterite
(Kim et al., 2004c), di Proliferative and NecrotigiPneumonia (PNP) (Drolet et al., 2003), di
Porcine Respiratory Disease Complex (PRDC) (Kinalet2003c), di Epidermide Essudativa
(Kim et Chae,2004b) e di Congenital Tremor (CTe{@nson et al., 2001). A partire dai primi
report canadesi, huove segnalazioni di PCVD si susseguite nei diversi stati, evidenziando
una distribuzione mondiale di PCV2. Casi di PMWS3n(generale di PCVD) sono stati infatti

riportati in tutti i continenti con la sola ecceaedell’Australia ( fig. 1).

Fig. 1. Stati in cui sono stati riportati casi di MWS. Tratto da Grau-Roma (2010)



Per quanto concerne il quadro europel STATO ANNO

primi casi sono stati segnalati in Spagn: SpAGNA 1997
Francia nel 1997, per poi interessa FRANCIA 1997
sostanzialmente tutto il territorio dell’ UE SRR 1995

. o _ . ~ ITALIA 1999
nei successivi anni (tab. 1). E tuttavia serMANIA 1999
primaria importanza sottolineare con BELGIO 2000
guanto riportato faccia riferimentc OLANDA 2000

| te allevidenziazi linica dell UNGHERIA 2000
solamente all'evidenziazione clinica dell o/ 550 A 2001
patologia. Data la complessita della stes GRECIA 2002
e la compartecipazione di diversi co-fattc SVEZIA 2002

nella determinazione della sintomatolog].(,;E_Ell_DI_E,JIr Enli_lrgrﬁ)r?(!?gﬁwszir?giropa

una visione del genere appare senza

dubbio parziale e fuorviante, non rispondente r&@éde storia evolutiva del patogeno. Uno studio
retrospettivo condotto nel nord delle Germania ffatii evidenziato la presenza di DNA di
PCV2 in tessuti suini gia nel 1962. Nel medesimalist viene altresi evidenziato un aumento
significativo dell’incidenza di PCV2 successivaneeral 1985 in associazione alla comparsa
delle lesioni istologiche caratteristiche di PMWS’DNS, prima non riscontrate (Jacobsen et
al., 2009). In altre parole PCV2 era endemico inrn@mia, e presumibilmente a livello
mondiale, ben prima del 1991, senza tuttavia datersatologia clinica o, quantomeno, essere
diagnosticato. Fattori terzi, non ancora del tui$olti, avrebbero giocato un ruolo determinante
nella manifestazione, quasi sincrona sulle due dpaiell’atlantico, delle PCVD. Recentemente,
a partire dal 2004, una fondamentale svolta nebitmndel controllo di queste sindromi € stata
rappresentata dallo sviluppo e registrazione dcv@commerciali e dalla progressiva diffusione
del loro utilizzo a livello mondiale (Opriessnigadt, 2007b; Martelli et al., 2011 ).



2. ASPETTI EZIOPATOGENETICI,
IMMUNOLOGICI, CLINICI E
ANATOMOPATOLOGICI

2.1. EZIOLOGIA

2.1.1. Tassonomia e Filogenesi

PCV2 appartiene al gene@@rcovirusa sua volta classificato, assieme al ge@movirus nella
famiglia Circoviridae La famigliaCirocoviridaeé strettamente legata alla famighanoviridag
comprendente virus vegetali, con la quale condiadalogie strutturali nell’ambito dell’origine

di replicazione e nelle proteine implicate nellpli@azione stessa. Analoghe caratteristiche sono
condivise anche conGeminivirusdelle piante. E stato quindi speculato ckércovirus possano
rappresentare il “link genetico” fra le due famégti virus vegetali. E stato inoltre proposto che
il progenitore di PCV1 sia originato dall'infezionie ospiti vertebrati da parte di ianovirus
vegetale ricombinatosi con un RNA virus, probabifteeunCalicivirus, avente come spettro
d’ospite dei vertebrati (Gillespie et al., 2009)ttualmente nel gener€ircovirus sono
classificate le seguenti specibeak and feather disease vifusanary circovirus goose
circovirus, pigeon circovirusPCV1, PCV2e le provvisorieduck circovirus finch circoviruse

gull circovirus.

Le infezioni, tipicamente limitate a uno spettr@spite molto ristretto, possono dare origine a
condizioni meramente subcliniche o manifestarsi qoadri differenti a seconda della specie
virale considerata. Fra le principali patologie rsiordano la Beak and feather disease, la
Circovirus disease del piccione e la PCVD nel suinodiverse specie le circovirosi causano
gradi variabili di deplezione linfocitaria e siieihe abbiano un’azione immunosopressiva.

Come precedentemente accennato la comparsa di PG Bspecchia né in senso temporale né
spaziale la reale diffusione di PCV2. Un ulterica@uito in tal senso ci arriva da recenti studi di
filogenesi (Firth et al., 2009) che hanno permelstcostruire I'evoluzione di questo patogeno,
evidenziando un quadro ben piu complesso di quamidosse stato inizialmente supposto.

La divergenza evolutiva fra circovirus aviari erswiiene collocata all'incirca cinquecento anni
fa. In considerazione del fatto che la separazicméa classe Aves e Mammalia € antecedente di
circa trecento milioni di anni I'opinione attualentle, sebbene non vi sia una concordanza
assoluta, ad escludere che vi sia stata una psigaeso-evoluzione della famiglia Circoviridae
con le diverse specie ospite. La mancanza di umgraenza topologica e temporale fra la

filogenesi dei @covirus e delle rispettiva specie ospite suggerisce chestqunon abbiano



condiviso una lunga storia evolutiva. Si ritienefati che PCV si sia originato come
conseguenza di un salto di specie fra gli uccellsaino domestico, probabilmente attraverso un
passaggio intermedio nel cinghiale. L’origine di\XCe PCV1 viene invece ricondotta ai primi
anni del *900.

Sebbene studi iniziali negassero la presenza diifisigtive differenze genetiche nella
popolazione virale, alcuni articoli (Gagnon et @007; Carman et al., 2008; Timmusk et al.,
2008), poi confermati dalla successiva letterathemno posto in evidenza la presenza di due
distinti genotipi: PCV2a e PCV2b. Si stima che P@Wa originato 41ybp mentre PCV2b
solamente 18ybp, ossia in un intorno del 1991. ffedinza di quanto si potrebbe supporre é
stato rilevato come non vi sia stata continuita ifrdue. Le due clade hanno condiviso un
progenitore comune e avrebbero avuto un’evoluzioimelipendente pur circolando
contemporaneamente. Come PCV2a e PCV2b siano ringasteticamente distinti pur
presentando un medesimo spettro d’ospite e digiobe geografica é tuttora dibattuto. In effetti
nel 2008 e stata segnalata una ricombinazione @¥2B e PCV2b, sebbene il significato
biologico e clinico sia ancora da elucidare (Hests&., 2008). Sempre nel 2008 e stato proposto
un terzo genotipo PCV2c (Dupont et al., 2008), althente riscontrato solo in Danimarca.
Sebbene non sia scopo di questo capitolo, & impertalevare alcuni elementi di interesse
inerenti alla comparsa di PCV2b: (1) vi € una caleaza temporale fra questo evento e i primi
report di PMWS; (II) PCV2b ¢ il genotipo piu rappeatato nei recenti campionamenti ed € con
maggior frequenza associato a sintomatologia; il una tendenza ad un aumento della
diversita genetica in PCV2b che non si riscontre@V2a.

Esulando dalla prospettiva storica e andando aderse la tendenza del patogeno a sviluppare
mutazioni nel proprio genoma si sono riscontrati garie di elementi utili alla comprensione del
potenziale evolutivo dello stesso e delle potertaia limiti dei mezzi diagnostici incentrati
sull’analisi del materiale genetico.

Il tasso di sostituzione nucleotidico di PCV2 & tstastimato essere 1,2XT0
sostituzioni/sito/anno, piu elevato di qualsiasicalirus a ssDNA e confrontabile per ordine di
grandezza con quello di virus a ssRNA. Cio appatsuale per un virus che per la propria
repplicazione sfrutta I'apparato sintetico cellelaappresentato da DNA polimerasi dell’ospite,
dotate di attivitd proofreading. In contraddizionen quanto appena riportato vi e tuttavia
l'evidenza che la diversita genetica, per entrambgenotipi, € estremamente bassa e
caratterizzata, pur con alcune eccezioni, da moazilenti e quindi irrilevanti per quanto
concerne il profilo aminoacidico. E quindi probabila presenza di una forte selezione

purificante o l'intervento di un numero elevato“dolli di bottiglia”, che agiscono contrastando
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la variabilita della popolazione virale. Allo statiuale della conoscenze non vi sono che deboli
evidenze della possibilita che una certa selezipogitiva agisca nei confronti della linea
evolutiva che ha portato allo sviluppo di PCV2b & confronti dellORF3, una regione del

genoma codificante per uno dei maggiori fattowidilenza (Firth et al., 2009).

2.1.2. Caratteristiche fisico-chimiche

PCV2 é il piu piccolo virus a DNA, autonomamentpli@ante, in grado di causare malattia nei
mammiferi. Si tratta infatti di un virus a ssDNAranlare, a simmetria icosaedrica, privo di
envelope, del diametro di soli 17 + 1,3 nm. L'agserdi envelope lo rende resistente ai
disinfettanti solventi dei lipidi come quelli a leadi alcool, clorexidina, iodio e fenoli. Risulta
invece sensibile ai disinfettanti alcalini, com@rbssido di sodio, agli agenti ossidanti, quali
I'ipoclorito di sodio, e ai sali di ammonio quatario (Martin et al., 2008; Grau-Roma et al.,
2010). L'efficacia di altri composti € stata dimm@sga in condizioni sperimentali, tuttavia
mancano studi adeguati a garantirne |'efficaciaandizioni di campo. L'uso di alte temperature
si rivela efficace solamente a valori superiorvafC protratti per oltre 15 minuti (Welch et al.,
2006; O’'Dea et al., 2008). Qualora il virus vengtaposto a processi implicanti 'uso di calore
asciutto la resistenza subisce un notevole incresnmerenendo solo in parte inattivato da
temperature di 120°C per 30 min (Welch et al., 20@halogamente, come desunto da dati
inerenti a PCV1, sarebbe notevole la sopportaziopid estremi, rimanendo stabile fino a pH3.

ORGANIZZAZIONE GENOMICA

PCV2 contiene una molecola di ssDNA circolare ddilmensioni di 1767-1768 basi. In esso
sono state identificate tre principali ORF (opeadiag frame), ORF1-3. Altre ORF sono state
individuate, tuttavia non vi é stato associato mlaignificato nella patogenesi e la loro

espressione non e stata dimostrata (Timmusk &G6).
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Il genoma risulta ambisenso essendo ORF1 e ORER&tati in modo divergente. Analogamente
ORF3 & compresa nellORF1 ma viene trascritta insgseopposto. Questa organizzazione
determina la presenza di due regioni intergenighe,piu corta fra il 3' di ORF1 e ORF2, e una
seconda, di maggiori dimensioni fra le estremita @Quest'ultima comprende l'origine di

replicazione: una “stem-loop” costituita di unavénted repeated” di 11 nucleotidi recante al suo
apice un nonamero la cui sequenza risulta altanmmniservata fra i Circovirus. Adiacenti alla

“stem-loop” sono presenti tre esameri (H1-3) chev@®o, assieme alla sequenza palindromo
prima citata, come sito di legame per le repli¢éigi 2) (Finsterbush et al., 2009). Gli isolati

sequenziati nei diversi paesi hanno rilevato undlmgia di sequenza maggiore del 96%; minore
nel caso dellORF2 (93-100%)) rispetto allORF1 (B0B%) (Larochelle et al., 2002). Tuttavia é
necessario sottolineare come questi siano datcatigli, sussistendo una certa variabilita fra

guanto riportato dai diversi autori.

PROTEINE VIRALI

La componente proteica risulta estremamente esdenzassendo rappresentata da solo tre
tipologie di proteine. Queste sono in grado di goiere non solo allo svolgimento dei processi
fondamentali per la replicazione virale (la dupticme del materiale genetico e il suo
“packaging”) ma anche di interferire in modo estesan i vari processi di signalling
dell’'organismao.

Dalla trascrizione e splicing alternativo di ORF&ngono tradotte due proteineep e Rep’
(rispettivamente dB14 e 178 aa), necessarie ai fini della replicazidel materiale geneticBep

e Rep’si co-localizzano nel nucleoplasma della cellakatia, dove avviene la duplicazione del
patrimonio genetico, dipendente dalle DNA polimeresllulari. Cio € reso possibile dalla
presenza di tre segnali di localizzazione nucleaxeiclear Localization Signals (NLS).

In aggiunta a questa funzione primaria si € poaviaenziare la capacita interagire con altri
costituenti cellulari, condizionando pathways anohe strettamente legati alla sintesi del DNA
(tab. 2) (Timmusk et al., 2006; Finsterbush et2009).

ORF2 codifica per la proteina strutturafeap (233aa) che, assemblandosi in dodici unita
pentameriche, costituisce il capside virale. Comlde tappresenta il principale determinante
antigenico. Si ritiene che le principali aree imrmorgattive siano rappresentate dalle regioni 65-
87, 113-147, 157-183 e 193-207 (Mahe et al., 208#)bene nuovamente sussistano lievi
divergenze fra quanto riportato in diversi articalio risulta particolarmente interessante

considerando che fra queste sono comprese le areaggiore eterogeneita aminoacidica fra i
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diversi isolati, facendo quindi presumere un rutdtla pressione selettiva imposta dalla risposta
immunitaria sul’emergenza di nuove varianti (Tinsket al., 2008; Opriessnig et al., 2006d).
La proteina capsidica svolge un ruolo fondamendalehe nei confronti del materiale genetico
del Circovirus contribuendo al suo packaging e probabilmentelamglone la sintesiCap
presenta infatti I'estremita N-terminale ricca irgiainia, facendo quindi presumere un ruolo
primario nel legame con il DNA virale. Negli stadiziali dell'infezione si localizza a livello del
nucleolo mentre piu tardivamente la si pud indigidunel nucleoplasma e nel citoplasma. E
stato proposto che le proteine virali entrino netlaolo al fine di supportare la trascrizione
virale o comunque influenzare il ciclo cellularanterbusch et al., 2009). La successiva co-
localizzazione diRep e Cap nel nucleo ha fatto avanzare l'ipotesi che la icagione sia
controllata dall'interazione fra queste proteinar{fhusk et al., 2006).

Oltre che conRep e altre Cap, svariate sono le interazioni con diverse protetedulari
(Timmusk et al.2006; Finsterbusch et al. 2009).sprisono brevemente riassunte nella tab. 3 .
Particolare nota merita la ORF3, dal cui trascuttigina una proteina che sembrerebbe svolgere
un ruolo primario nella patogenesi. Interessantalisenso e rilevare la radicale differenza fra la
ORF3 di PCV2 e quella di PCV1, considerato non geo. In primo luogo vi € una
significativa discrepanza nelle dimensioni (315a&CV2, 612aa in PCV1), in secondo luogo
'omologia, nella regione condivisa fra i due, ttaubassa (pari al 61,5%). Localizzandosi sia a
livello citoplasmatico che nucleare sarebbe in grddinteragire con alcune proteine implicate
nei processi di apoptosi. Studi iniziali avevanademziato la capacita di indurre I'apoptosi
tramite I'attivazione della caspasi-8 e conseguentde della caspasi-3 (Liu et al., 2005).
Successivamente i bersagli molecolari di ORF3 stath meglio caratterizzati. In particolare si
e evidenziata linterazione con il p53 binding damai pPirh2, un’E3ubiquitina ligasi a

localizzazione citoplasmatica e, in misura minong;leare (Liu et al., 2007). Compito di questa

PROTEINA | FUNZIONE POSSIBILE SIGNIFICATO
Regolazione della distribuzione | Sequestro di Rep nel citoplasma (regolazione del ciclo
Syncoilin della desmina nei filamenti e nel | virale)
citoplasma Trasporto nel nucleo di Rep e con questa del DNA virale
Attivazione di geni utili ai fini della repplicazione del DNA
virale
c-myc Fattore di trascrizione Alterazione di diversi pathways cellulari, apoptosi inclusa

Regola espressione di Nramp I, implicato nella
resistenza ai patogeni intracellulari

ZNF265 Componente dello Spliceosoma | Influenza la trascrizione e lo splicing

VG5Q Angiogenesi Regolazione della trascrizione
Riparazione DNA, interazione

TDG con ERa(estrogen receptor a) e | Regolazione della trascrizione

Thyroid transcription factor |

Tab. 2. Proteine cellulari per le quali € stata desitta un’interazione con Rep e loro funzione.
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proteina € quello di legare e promuovere l'ubiguitzazione, determinadone la degradazione, di
p53, fattore di primaria importanza nell'induziashella morte cellulare programmata a seguito di
danni cellulari. L'interferenza con ['attivita diRrh2 si manifesterebbe in diversi modi: (1) il
legame con ORF3 potrebbe impedire quello con gh3ORF3 diminuisce la concentrazione di
pPirh2, probabilmente favorendone l'autoubiquitbaizione e la degradazione da parte del
proteasoma o alterandone la stabilita. In aggisnéapotuto osservare come I'aumento dei livelli
di p53 non siano attribuibili solamente ad una dimione della degradazione ma anche ad un
aumento dei livelli di trascrizione e traduzione suassocia altresi una maggiore attivazione
fosforilazione dipendente. Studi in vivo (su togmgnno confermato come virus deleti non
inducano alcuna lesione o modificazione cellulgne;, rimanendo in grado di replicare e di
indurre una piu elevata risposta immunitaria (Liwale, 2006). Attualmente non si attribuisce un
ruolo nella replicazione virale né si ritiene chieagticorpi indotti da ORF3 siano implicati nella
risposta protettiva dell’'ospite (Liu et al., 200&)n’ulteriore interazione é stata rilevata nei
confronti del fattore RGS16 (regulator of G-proteignalling 16), una proteina implicata nella
regolazione del signalling mediato da recettoroppiati a proteine G. In particolare per RGS16
e stata descritta una funzione inibitoria dell’'a®adi fattori di crescita verso i recettori per le
chemochine (CXCR4). Inibirebbe inoltre i pathwayd'dL-8 e del RANTES mediati da CCR5
nei linfociti e influenzerebbe i fenomeni di chemaissi linfocitaria (Timmusket al., 2006). Tali
fenomeni assieme all'induzione dell’apoptosi nekdlule del sistema immunitario, depongono a
favore di una marcata azione immunomodulatoria@GVP. Concludendo, sebbene I'essenzialita

morfologica potrebbe far pensare a un’equiparadsimplicita nella relazione con I'organismo

PROTEINA FUNZIONE POSSIBILE SIGNIFICATO
. Molecola di adesione
P-selectina
cellulare
Contributo a lesioni mediate da immunocomplessi
ClaB Fattore del complemento Facilitare uptake di PCV2 da parte di fagociti
Recettore per diversi virus, promozione di trascrizone,
gC1gR Recettore per C1lgb replicazione, trasporto e assemblaggio
Modula immunita innata(inibizione signalling antivirale)
MKRN1 E3 ubiquitina ligasi MKRN1 promuoverebbe degradazione di Cap
Hsp40 Chaperone Influenza la replicazione di diversi virus
Gene pro-apoptotico
Par-4 Mobilita cellulare Processazione o trasporto delle proteine virali
Trasporto
NAP1 Trasporto e chaperone
Trasporto
NPM1 Biogenesi dei ribosomi
Chaperone
DDE-like :
.| Transposasi
transposasi

Tab. 3. Proteine cellulari per le quali & stata desitta un interazione conCap e loro funzione.
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ospite, la realta si € rivelata essere ben piu ¢tessp. Lo studio delle diverse componenti ha
permesso di evidenziare una complessa trama dambai con diverse proteine della cellula
ospite. Questo rapporto determina una grande wadetisposte che, dal livello cellulare, si
ripercuotono nei diversi sistemi dell'organismo @la loro interazione, esitando infine in una

ampia varieta di quadri clinici, la cui patogenesta in molti casi oscura.

2.1.3. Ciclo di replicazione
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Fig. 3. Ciclo replicativi di PCV2. Tratto da Finstebusch et al., 2009

Sebbene la presenza dell’antigene virale sia exidbite in diversi tessuti, la reale definizione

delle cellule permissive alla replicazione viraigulta tuttora dibattuta. Per quanto concerne
I'infezione in vitro questa e stata ottenuta in PK-monociti, cardiomiociti fetali, linee cellulari

endoteliali e monocitarie suine, culture primanegahe e fegato suino. Tuttavia la replicazione
in senso proprio e stata confermata solo in lirekilari (ad eccezione delle colture primarie di
epatociti) le quali non riflettono in toto le camtstiche delle cellule primarie (Steiner et al.,
2008). In vivo la replicazione e stata dimostrataellule endoteliali aortiche, cellule epiteliali
intestinali, fibrociti (Steiner et al., 2008), loditi B e T, forse nei monociti nonché a livello

renale, epatico, splenico e polmonare (Yu et al0072). Tuttavia l'assenza della
caratterizzazione cellulare in questi ultimi laspig@esupporre un possibile ruolo anche della
componente del sistema immunitario propria di quesgani. L'adsorbimento alla cellula
avverrebbe attraverso la mediazione GAG quali I'eya I'eparansolfato e il condroitinsolfato B
(Misinzo et al., 2006), probabilmente con la papazione di un altro co-recettore. Per quanto
concerne I'endocitosi sono state proposte divemsaatita, variabili in funzione del tipo cellulare
coinvolto, che tuttora necessitano di ulteriori @pndimenti. In particolare si sono evidenziate
vie differenti per l'internalizzazione virale neltellule epiteliali rispetto alle cellule dendrhie

In modo analogo l'inoae con i lisosomi presenterebbe
2008; Misinzo et al., 2009).
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Questa evidenza sommata all’opinione, significamtigate condivisa, che monociti e cellule
dendritiche non sostengano la replicazione di P@Viztenere che la via caratteristica di questa
popolazione non sia compatibile con il completaroetdl ciclo virale. Dopo I'ingresso del virus

nel citoplasma la replicazione coinvolge diversgasuli. Sebbene il nucleo svolga un ruolo
prioritario, I'associazione riscontrata al ME fr&C¥2 e i mitocondri ne lascia supporre un
qualche ruolo. Affinché il ciclo virale possa prdeee, data la totale dipendenza dall’apparato
replicativo cellulare, & necessario che la celtidgaproliferante ed in particolare nella fase S del
ciclo (Gillespie et al., 2009). Il genoma virale gpwuindi essere convertito nella forma

replicativa dsDNA che servira da “stampo” per leassive fasi. Segue la trascrizione e
traduzione dell mMRNA dRepe Rep’e Cap e la successiva traslocazione nel nucleo. Il legam
Rep e Rep’ allorigine di replicazione destabilizza il dsDNA induce l'esposizione del

nonamero nella forma ssDNA che viene clivata dafledesime proteine, rendendo quindi
possibile la replicazione (fig. 3) (Finsterbuschaét 2009). Alla fine della fase nucleare di

replicazione le Virus Like Particles (VLP) si vanpigressivamente accumulando alla periferia

del nucleo associate ad un network proteico cheeplbé contribuire alllassemblaggio del

prot \
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Fig. 4. Aspetti morfogenetici del ciclo replicatividi PCV2. Tratto da Rodriguez-Carino et al., 2010
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virione, venendo in seguito rilasciate nel citoplastramite budding. All'interno del citoplasma
si riscontrano delle Virus Factorys (VFs) che, dfedenza dei corpi inclusi nucleari
(evidenziabili al ME), risultano circondate da dapp triple membrane. Risulta quindi probabile
la partecipazione di altri organuli, quali il RER ileGolgi, al processo di assemblaggio,
maturazione e trasporto. Le modalita di liberaziaihePCV2 non sono state completamente
delucidate e sussistono diverse ipotesi. Clustgradicelle virali potrebbero comportarsi come
un‘unica unita, passare dagli organuli al citopkasenvenir rilasciati tramite budding della
membrana plasmatici (Rodriguez-Carino et al., 20N®l medesimo studio I'esocitosi delle
singole patrticelle virali o la liberazione a seguii citolisi sono state considerate meccanismi
plausibili (fig. 4). Infine I'induzione dell’apopt pud essere considerata come un mezzo per
permettere la disseminazione della progenie virale cellule contigue minimizzando

l'inflammazione ed evadendo la risposta immunit@aruppannan et al., 2011) .

2.2. PATOGENESI
Come piu volte accennato la conoscenze attualnuiéspenibili circa la patogenesi della PCVD

sono limitate e incomplete. La variabilita dei daktimplicati, i loro diversi pesi specifici e la
difficolta di controllarli nelle diverse condiziordperimentali spesso determina la presenza di
risultati contrastanti nei diversi studi. Le vanranifestazioni (o la loro assenza) sono fruttoadell
relazione fra diversi elementi. Lo stipite viralea,presenza di coinfezioni, i fattori ambientali e
manageriali, le condizioni dell'ospite (quali I'etea razza, lo stato immunitario) e la via di
infezione non sono che alcune delle componentiectiano in gioco. Cio permette di intuire le
ragioni delle diverse modalita con cui la patologig presentarsi, da forme sistemiche a forme
primariamente localizzate a determinati apparamza per questo dimenticare che la maggior
parte delle infezioni decorre in forma subcliniPar brevita di esposizione verranno ora presi in
considerazione i caratteri generali dell'interaBirus-ospite, rimandando ai capitoli successivi

la descrizione dei singoli quadri sintomatologi@retomopatologici.

2.2.1. Suinetti

| giovani animali si infettano nelle prime settineadhi vita, principalmente per via oro-nasale. Il
periodo di incubazione, osservato in condizionirispentali, € di 2-4 settimane ma la viremia e
spesso osservabile gia 7-14 gg post inoculazianeohdizioni di campo questa, pur potendo
essere gia presente nel periodo pre-svezzamepioartiente incrementa parallelamente al
declino del titolo anticorpale di origine matermapartire dalle 4-6 settimane, evidenziando un
ruolo almeno in parte protettivo di tale componeitemodo analogo la sintomatologia clinica,

quando presente, interessa prevalentemente ildqmedompreso fra le 7 e 16 settimane di vita
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(Gillespie et al., 2009). Una volta penetrato mefanismo PCV2 ¢ in grado di interagire con
diversi tipi cellulari. 1 principali siti di repli@zione primaria sarebbero rappresentati dalle
tonsille, dall’epitelio delle vie respiratorie egdrenti e da elementi del sistema immunitario.
Cellule dendritiche e macrofagi, compresi queliealari, svolgerebbero un ruolo di primaria
importanza nella successiva disseminazione delgpath Queste cellule sono in grado di
internalizzare il virus in modo massivo tramite ecitbsi clatrino-mediata; un pathway che pare
non essere compatibile con la replicazione viraldtavia cio che appare piu interessante e la
constatazione (Gilpin et al., 2003; Vincent et 2003; Chang et al., 2006) che PCV2 € in grado
di rimanere associato a queste cellule per pemodiungati, almeno fino a 5 giorni, senza
perdere di infettivita. Considerando il ruolo Alitigen Presenting Ceb facile supporre come
guesti possano veicolare PCV2 quantomeno ai lirdomdferenti. Qui avverrebbe la prima
importante fase di replicazione virale a cui seghlie la diffusione sistemica. Con maggior
frequenza in queste sedi si possono riscontraadatteristiche lesioni, anche in presenza di
forme asintomatiche o a carattere piu localizzhiine si ritiene che queste sedi possano essere
implicate nella persistenza del patogeno. Sebb#h€ raramente evidenzi 'associazione fra la
componente linfocitaria e virale, la replicaziore? infociti T e B e stata dimostrata (Yu et al.,
2007a) sia a livello linfonodale che ematico. Etaozialmente assodato che Iattivazione
linfocitaria svolge un ruolo fondamentale nel detigyare alti tassi di replicazione virale. La fase
viremica, prevalentemente cellulo-associata (Pehsteal., 2004), € sostenuta dai monociti e
linfociti circolanti. Vengono cosi raggiunti i diks siti di replicazione, rappresentati
principalmente dai tessuti linfatici, fegato, renetestino e milza. Cio si accompagna alla
comparsa delle lesioni tissutali, coinvolgenti pmeentemente (ma non solo) il sistema
immunitario, e delle alterazioni della formula leaitaria. Appare rilevante sottolineare la
correlazione positiva, dimostrata da piu autods, iftitoli virali a livello ematico (Brunborg et.al
2004; Segalés et al., 2005b) o tissutale (Krakowkaal., 2005) e la gravita delle lesioni
anatomo-patologiche, delle alterazioni ematichellgintomatologia clinica.

PCV2 ha la capacita di causare infezioni persistessendo spesso riscontrate viremie per un
periodo superiore alle 22 settimane (Madson e2@09b) dopo infezione naturale. In condizioni
sperimentali il DNA virale é stato riscontrato findl25 giorni post infezione nei tessuti (milza e
ileo) e per un periodo di massimo 181 giorni incaio (Patterson et al., 2011). E rilevante
osservare come tale riscontro possa essere preseite in presenza di elevati titoli anticorpali.
L’escrezione si accompagna o addirittura precedgréamia e puo perdurare, almeno in modo

intermittente, per tutta la durata di quest’ultisthanche oltre (Madson et al., 2009a).
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FATTORI PATOGENETICI

Il coinvolgimento del sistema immunitario nella @ggnesi delle PCVD appare centrale. |
principali elementi a conferma sono rappresentaliecestese lesioni al sisteme linfoide, dalle
ripercussioni sul pool leucocitario circolante elle@larequente associazione con infezioni
opportunistiche.

A livello ematico e possibile riscontrare, in paolare nei suini affetti da PMWS, una
diminuzione nei CD4 CDS8', CD4/8" (doppi positivi nonché nei linfociti B Igki
Parallelamente si assiste ad un contrapposto aomdella componente monocitaria e
granulocitiaria, in particolare degli elementi imma (neutrofili a banda), comportante
un’inversione del rapporto linfociti/neutrofili (§alés et al., 2001; Darwich et al., 2004).
Sebbene lesioni siano riscontrabili in diversi migda componente linfatica presenta senza
dubbio il quadro piu caratteristico. La depleziohefocitaria delle aree follicolari ed
interfollicolari, associata ad un infiltrato infianatorio granulomatoso, rappresenta la lesione piu
peculiare. Anche in questo caso € possibile risaomtuna diminuzione dei linfociti B e T, in
particolare CDZ, nonché delle cellule dendritiche follicolari edrdigitanti (Darwich et al.,
2002). Sebbene molti studi siano stati fatti, pergoeo dubbi in merito alle modalita con cui
PCV2 determina la comparsa di tale quadro. Le gigieoposte sono molteplici: I'induzione
dell’apoptosi (Liu et al., 2005; Liu et al., 2008u et al., 2007), I'inibizione della proliferazien

a livello del midollo osseo, degli organi linfatigiimari e/o secondari (Opriessnig et al., 2007b)
o alterazioni nei fenomeni di homing (Darwich et 2D02). Sebbene I'apoptosi sia stata a lungo
invocata come uno dei principali meccanismi, angtezie a una raffinata caratterizzazione dei
pathways che sarebbero implicati, altri studi tera@ metterne in discussione il ruolo o
quantomeno a ridimensionarlo (Resendes et al.,;2084drioli et al., 2004; Steiner et al.,2008).
Il dibattito attorno a questa tematica € tuttavialton acceso e lungi dall’'essere risolto. Un
recentissinmo articolo (Karuppannan et al.,, 201d)nnovamente riportato in auge il ruolo
dellORF3. L'induzione dell'apoptosi, determinantko fagocitosi dei corpi apoptotici da parte
dei macrofagi e di altre cellule ad attivita fagade, faciliterebbe la disseminazione sistemica
del patogeno. In aggiunta contribuirebbe ad incrédare la secrezione di IFi- (e
probabilmente altre citochine) da parte di quesitule. Sempre maggior peso viene attribuito
dalla recente letteratura all'interferenza con ikeese vie di signaling intra- e intercellulare.
Questa visione permette di evidenziare un ultenmegcanismo patogenetico che non solo non
esclude ma anzi puo sostanziare le precedentisipospiegando nel contempo la grande
variabilita degli esiti conseguenti all'infezionea PCV2. Importanti alterazioni sono state

riscontrate nei livelli di espressione di divers®chine. IL-10 risulta sovra-espresso a livello
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timico, proporzionalmente ai livelli di deplezioree atrofia dell'organo. Nei restanti tessuti
linfoidi € sostanzialmente possibile osservarepeti® ad animali clinicamente sani, una
diminuzione nell’espressione di IL-2, IL-4, IL12p4NF-y (Darwich et al., 2003b; Darwich et

al., 2004; Shi et al., 2010; Doster et al., 20T@u( 4).

Mediatore Linfonodo Milza Tonsilla Timo
IL-12 < < >

IFNy <

IL-10 >0< >
IL-2 < <

IL-4 < <

Tab. 4. Alterazione nell’espressione delle princigacitochine nei tessuti linfoidi

Studi in vitro eseguiti su PMBC hanno altresi ewizlato una differente produzione di questi
mediatori in risposta all’esposizione a mitogesp@rattutto a una nuova esposizione a PCV2. In
particolare e stata riscontrata una diminuziondadehpacita di secernere IRN-L-2 e IL-4
parallelamente ad un incremento nella secrezionk-dD (Darwich et al., 2003a; Shi et al.,
2010). Traendo le conclusioni e possibile notara diminuzione delle citochine Thl (IL-2,
IL-12, IFN-y), e Th2 (IL-4 e IL-6), implicate rispettivamentelfimmunita cellulo-mediata e
umorale. Cio riveste un ruolo cardine nel determad@ammunosopressione, causando una minor
risposta anticorpale, una piu elevata e duraturemia e un aggravamento della sintomatologia
clinica (Shi et al. 2010).

L’IL-10 ha un importante funzione immunosopressivgrado di contrastare la clearance virale
(Doster et al., 2010). A sua volta I'lL-10 inibista produzione IFNy, IFN-o, IL-4 e IL-2. E
stata inoltre dimostrata la correlazione fra i lliveli espressione a livello timico (e forse
linfonodale) e il grado di deplezione linfocitarifRarwich et al., 2003b). L'IFN- svolge un
ruolo primario nel controllo delle infezioni viraBd € un importante mediatore della risposta
immunitaria specie cellulo mediata. In aggiunta siscontrata la capacita di PCV2 di inibire la
secrezione IFM/P da parte delle Plasmocitoid Dendritic Cell, patdgcmente responsive alla
presenza di PAMPs virali e fondamentali per la metione delle Conventional Dendritic Cell
(cellule presentanti I'antigene) (McCullough et, &@009). In tal senso significativo risulta il
riscontro della diminuzione dei livelli di MHC-IIMandrioli et al.2004) e della capacita
microbicida (Chang et al., 2006) anche nei maciofafgtti. L'insieme di questi elementi
permette di giustificare la scarsa attivazionedif@razione linfocitaria. Riassumendo, secondo
diversi autori la deplezione linfocitaria sarebbeingi da attribuirsi a una diminuita
proliferazione a livello degli organi linfatici pnari e secondari causata dalla diminuzione
protratta nella produzione di fattori di crescifzer lo piu citochine) (Boyman et al., 2007)

associata alla contemporanea sovra espressioneattdirifad azione inibitoria, il tutto
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possibilmente associato ad alterazioni nei mecuo@ngi homing. E infatti rilevabile una
diminuzione dei livelli di espressione del FactolllVelated antigen a livello delle venule a
endotelio alto (Kekarainen et al., 2010).

Tuttavia I'azione di PCV2 non si esplica solamentsenso inibitorio. L’'espresssione di IL-8 e
IL-1B risulta stimolata in diversi distretti del sistenfiafatico nonché nei PMBC dopo
riesposizione all’antigene (Darwich et al.,, 200&arwich et al., 2003b). Successivi studi
condotti sui macrofagi alveolari hanno evidenzialieriori variazioni (Chang et al., 2006). La
significativa up-regulation di TNk; IL-8, AMCF-II, G-CSF e MCP-1 fornisce, assieméeal
evidenze prima citate, una plausibile spiegazioee g¢iverse alterazioni ematologiche ed
istologiche che si possono riscontrare (tab. 5).

Risulta infatti ipotizzabile il ruolo di questi miaori nel determinare, oltre alle tipiche lesioni
granulomatose evidenziabili nei diversi distretthche le supposte alterazioni nei livelli di
proliferazione midollare che sarebbero alla basaeditrofilia, monocitosi ed anemia (Chae et
al., 2004; Darwich et al., 2004).

Mediatore Funzione

IL-1B mediatore pro-inflammatorio di fase acuta
TNF-a mediatore pro-inflammatorio di fase acuta
IL-8 chemiotassi neutrofilica

adesione monociti all'endotelio sotto I'effetto di MCP-I
chemiotassi neutrofilica

AMCF| attivazione e reclutamento PMN
G-CSF stimola precursori dei PMN a proliferare
reclutamento e attivazione dei PMN a livello locale
MCP-I chemiotassi monocitica e altre cellule del sistema immunitario
MIP-| chemiotassi monocitica, NK e altre cellule del sistema immunitario

Tab. 5. Citochine per le quali & stata riscontratain’ up-regulation e loro funzione.

Sebbene PCV2 sia in grado di indurre alteraziohpnafilo citochinico sia in soggetti sani che
malati, alcuni soggetti risultano in grado di castare I'entita e le conseguenze di tali variazioni
in modo piu efficace di altri, sfuggendo allo syiho della malattia. | fattori di rischio, cui piu
volte si &€ accennato, potrebbero mediare la lor@nazproprio agendo sul sistema immunitario.
Altri agenti patogeni, nonché linterazione deitdat manageriali e ambientali, sarebbero in
grado da un lato favorire la replicazione viralall'dltro di contribuire, anche tramite un’azione
additiva o sinergica sull’'espressione dei divergdmtori, all'azione immunosoppressiva. La
genetica potrebbe altresi svolgere un ruolo cardingal ambito; polimorfismi dei geni del
complesso maggiore di istocompatibilita, del Tl-ceteptor e delle citochine sono gia stati
dimostrati rilevanti per altre infezioni virali @tlloro ruolo € stato ipotizzato anche per PCV2

(Darwich et al., 2004). Un recentissimo studio hastp in evidenza un interessante
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coinvolgimento di questo patogeno nell’alteraziotella funzionalitd endoteliale dei vasi
sanguinei e linfatici. L'infezione di questi elentieme determinerebbe un’attivazione con
conseguente secrezione 0 esposizione sulla supediianolecole ad attivita pro-coagulante.
Questo esiterebbe in uno stato di ipercoagulabditéatica caratterizzato da un incremento
dell'attivita della trombina e dell’'attivazione ¢lpiastrine e da una conseguente diminuzione
dei tempi di tromboplastina parziale attivata (aRTtémpi di protrombina (PT) e tempi di
ricalcificazione (RT). Linsieme di questi fattoripuo giustificare alcune lesioni
anatomopatologiche sovente riscontrate quali lagmmea di microtrombi, emorragie, vasculiti e
aree di necrosi ischemica. In aggiunta la preseizevati livelli di trombina si € rivelata in
grado di incrementar@n vitro, probabilmente grazie alla sua attivita a livelezettoriale, il
carico virale in cellule endoteliali incubate coG\?2 (Marks et al., 2010).

In definitiva, pur non trascurando l'importanza llegtri meccanismi patogenetici, si puo
constatare una profonda interazione del patogenoi eari elementi del sistema immunitario,
interessando sia la risposta innata che quellaisitmuumorale e cellulare, in senso sia inibitorio
che stimolatorio. E probabilmente agendo su questaponente che fattori diversi (virali,
individuali, genetici, manageriali, ambientali, gcccooperano nel determinismo della

molteplicita dei quadri clinici riscontrabili.

2.2.2. Scrofe

L'azione di PCV2 nella scrofa risulta significaivessenzialmente per le conseguenze sulle
capacita riproduttive e per il ruolo che questa pwere nella trasmissione orizzontale alla
progenie. L’infezione, oltre che attraverso le gi@ citate per i suinetti, puo probabilmente
avvenire anche attraverso la via venerea (Madsoml.et2009b). La successiva viremia,
prevalentemente cellulo-associata, permette laslidhe dal circolo materno a quello placentare
anche in presenza di una certa immunita umoralggghMamente protettiva sembrerebbe in tal
senso lo sviluppo dellimmunita cellulo-mediata {Baert et al., 2004). La trasmissione in utero
fra feti, pur con una bassa efficienza, sembra @veeInfatti, sebbene I'evidenza di soggetti
infettatisi in periodi diversi di gravidanza riserlebbe giustificabile considerando che la viremia
nella scrofa puo protrarsi per tutta la gravidarzatato altresi riscontrato come alcuni feti siano
andati incontro ad infezione successivamente alpbetiaamento della clearance virale (Madson
et al., 2009b). Gli effetti sulla fisiologia e coniazione della gravidanza dipendono da quanti
feti sono divenuti infetti, da quanto rapidamentei@ne la diffusione in utero e dalla percentuale
di feti che sopravvivono. Fra i diversi fattori pabilmente implicati nel determinare gli esiti
dell'infezione lo stadio di gestazione sembra sgmdgun ruolo preminente. La gravita delle
lesioni macroscopiche e la quantita di antigenaleirisultano significativamente maggiori in
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soggetti inoculati sperimentalmente a 57gg rispattyuelli infettati a 75 e 92gg di gravidanza
(Sanchez et al., 2001). Con il procedere dellouppd si osserva un progressivo mutamento
della popolazione cellulare target. Durante la fet@le i cardiomiociti (e solo in minor misura
epatociti e macrofagi) rappresentano il principsit® di replicazione virale, giustificando in
massima parte l'esito infausto dell'infezione eqiladro anatomopatologico riscontrato. La
capacita di sostenere la replicazione virale, irdonanalogo a quanto avviene per il Canine
parvovirus 2, viene gradualmente persa come coesegudel completarsi della differenziazione
cellulare e della cessazione della capacita méaticqueste cellule. Parallelamente maggiore
importanza assumono gli elementi del sistema lcdatdeterminando il caratterizzarsi di un
quadro in continuita con quello tipico della vitasp-natale (Sanchez et al., 2003; Park et al.,
2005). Altro elemento di enorme rilievo e lo svipgpdellimmunocompetenza, indicativamente
al settantesimo giorno di gestazione. Infezionimari di questa data impediscono il
riconoscimento di PCV2 come non-self, determinafidlcapacita di montare una risposta
immunitaria che ostacoli la replicazione viraleo @ud evidentemente contribuire a spiegare i
piu elevati titoli virali riscontrati (Sanchez et.,a2001), le maggiori conseguenze cliniche,
nonché la nascita di soggetti persistentementetiinéeronegativi sebbene viremici. E tuttavia
necessario sottolineare che lo sviluppo del sistanmaunitario non risulta protettivo in senso
assoluto. Non €& evenienza rara riscontrare soggettiestualmente viremici e sieropositivi
(Madson et al., 2009b). Sussistono inoltre suggestdizi della capacita di PCV2 di causare
morte fetale anche in soggetti gia immunocompet(@ansaert et al., 2004).

Durante la fase viremica i monociti circolanti davero inoltre in grado di raggiungere il tessuto
mammario, infettare la popolazione macrofagicadessie e permettere I'escrezione virale nel
colostro e successivamente nel latte, sia in fareflalo-associata che libero (Park et al., 2009).
Un ultimo accenno deve essere riservato alla cipdel virus di aderire strettamente alle cellule
del cumulo ooforo e alla zona pellucida (ZP) nondhénfettare I'embrione (qualora non sia
protetto dalla ZP) gia allo stadio di morula e efficienza crescente al progredire dello sviluppo
(Mateusen et al., 2004). Rilevante & anche la dé@pdrcresistere ai comuni trattamenti riservati
a oociti ed embrioni implicanti 'uso di lavaggiuttipli, tripsina, ialuronidasi e DNasi/RNasi
(Bielanski et al., 2004). Poiché nella fase vireangli agenti virali possono venir escreti nel
liquido follicolare e nelle secrezioni del tratiproduttivo, il ruolo dell’'embryo transfer nella

trasmissione virale deve quantomeno essere coagider

2.2.3. Verro

Nel caso del verro parlare di patogenesi e, in setetto, probabilmente improprio. Nella
pratica I'elemento maggiormente degno di nota @negentato dall'escrezione virale nel seme,
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peraltro senza che sia stata definitivamente paokefficacia di questa via di contagio. E stata
infatti dimostrata l'infettivita dei virioni escriesenza che tuttavia si sia riusciti a riprodurre
l'infezione tramite inseminazione. Probabilment& e€ida attribuirsi ai bassi titoli virali presenti
nel seme (ulteriormente abbattuti nella praticaeouica dall’'uso di extender) o delle particolari
condizione dell’ambiente uterino al momento detfegMadson et al., 2009d).

La presenza virale nel seme segue generalmenteelmia di 4-14 gg e non e associata ad
alterazioni nella morfologia e vitalita degli spexttozoi (Madson et al., 2008). Le caratteristiche
dell'escrezione virale sono estremamente variab#sendo stata descritta come continua
(Madson et al., 2008) o intermittente (Larochetl@lg 2000; Mcintosh et al., 2006) per periodi
di tempo diversi, anche in presenza di anticormatanti. Mcintosh ne ha rilevato la presenza
fino a 27,3 settimane, in soggetti di eta comprigaale 33,9 e 149,3 settimane. Anche la
localizzazione risulta dibattuta. Sebbene i divexgiori concordino nella presenza di una certa
quota di virioni in tutte le componenti del liquidgeminale, Pal et al., 2008 hanno rilevato una
maggiore concentrazione a livello della fraziondutare mentre Kim et al., 2003d avevano
evidenziato il ruolo preminente del plasma seminaledella componente cellulare non
spermatica. La presenza di DNA virale e stata diratzs a livello dei testicoli, dell'epididimo e
delle ghiandole sessuali accessorie (Madson e2@08). In quest’ultime, in macrofagi e cellule
fibroblasto-simile, € stato altresi possibile idigcdare la presenza dell’antigene tramite

metodiche di immunoistochimica (Opriessnig et2006b).

2.3. IMMUNITA
L’interazione fra il patogeno ed i diversi costittiedel sistema immunitario € molto complessa e

recita sicuramente un ruolo primario nel determenikar sviluppo delle PCVD e di eventuali
complicanze secondarie. In termini generali lagstp immunitaria dell'individuo puo risultare
protettiva nei confronti di PCV2 limitando I'entidell'infezione e prevenendo la comparsa di
sintomatologia clinica. Tuttavia le diverse companelel sistema immunitario, considerate
singolarmente, paiono fornire una protezione sawigle, risultando quindi necessaria, con
tutta probabilita una piena collaborazione fra ¢gies fini di una proficua risposta. Le reali
motivazioni alla base dell’evidenza per cui la tigdd immunitaria si traduca a volte nella
clearancevirale e a volte in un fattore patogenetico, eséaperaltro in una condizione di

immunosopressione, rimangono sotto molti puntiisiavoscure.

2.3.1. Immunita umorale

In condizioni sperimentali si € osservato lo svilapli una risposta anticorpale fra i 10 e i 28

giorni post-infezione, indipendentemente dallogyilo o meno di una sintomatologia clinica
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(Kekarainen et al., 2010). Tuttavia altri studi harevidenziato una sieroconversione piu tardiva
0 caratterizzata da titoli meno elevati nei soggete svilupperanno sintomatologia clinica
(Meerts et al., 2006; Grau-Roma et al., 2009; Bauglet al., 2010).

Cap e considerata la proteina piu immunogena e, alggelli prima citati, sono stati identificati
guattro epitopi conformazionali neutralizzanti: 1B& e 175-192, condivisi con PCV1;
195-202; 231-233, propri solo di PCV2 (Kekarain¢rale, 2010). Il ruolo diRepnon é stato
studiato in modo altrettanto esteso. Si e potutoakgente evidenziare come la risposta
anticorpale interessi anchRep e Rep, pur risultando piu tardiva e meno marcata della
precedente (Fort et al., 2010). Come prevedibilghé rappresentano la prima classe anticorpale
a comparire, essendo riscontrabili gia 10gg pdsizione e raggiungendo il picco a 21gg. Nei
soggetti affetti da PMWS tale componente risultderiore ed il declino dei titoli e
significativamente piu celere di quanto non avvengasoggetti subclinici. Lo switch isotipico
avviene in entrambe le categorie fra 14 e 21 g¢ ipfeszione sebbene nei soggetti malati (e con
livelli di viremia maggiori) si riscontrino nuovame titoli inferiori (Meerts et al., 2006;
Kekarainen et al., 2010).

I maggior discriminante appare tuttavia esserepmegentato dal titolo di anticorpi
neutralizzanti. Questi, rappresentati per lo piulgla e in minor misura IgM, legando il virus
sono in grado di prevenire un’ulteriore diffusiomell’organismo inibendo I'infezione di nuove
cellule. Nel caso di PCV2 tale risposta puo essensiderata di per se debole, rilevabile ,almeno
inizialmente, solo con metodiche di sieroneutraizane particolarmente sensibili, a partire da
7-14 gg post infezione (Meerts et al., 2006; Fdrtale, 2007). Nei soggetti sani segue un
progressivo incremento, secondo dinamiche assiitilab quelle del titolo anticorpale
complessivo. | lunghi tempi di induzione di det@mponente permettono almeno in parte di
giustificare il protratto periodo di viremia che rmmlmente caratterizza [linfezione.
Concordemente, il loro incremento coincide geneeal® con una diminuzione della carica
virale. | soggetti malati o comunque con alti llvedi replicazione virale sono risultati presentare
livelli estremamente bassi o nulli di anticorpi tralizzanti. Sulle cause alla base di questo
fenomeno le conoscenze sono scarse. E stata padfinsapacita degli animali di riconoscere
gli epitoti implicati nella neutralizzazione delrws. Una delle ipotesi in tal senso e inerente
all'influenza della genetica sul sistema immundati’'altra spiegazione, hon necessariamente in
contrasto con la precedente, & rappresentata zlati@ del virus stesso. E stato infatti pit volte
ribadito come PCV2 sia in grado di intervenire Enso quali-quantitativo con il sistema
immunitario e non sorprende quindi come anchedspeetto possa risultare deficitario (Darwich

et al., 2001; Meerts et al., 2006; Liu et al., 2006 presenza in alcuni soggetti viremici di
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livelli di anticorpi neutralizzanti significativiad supporre che anche questi di per se stessi
possano risultare insufficienti a una completareleee virale (Fort et al., 2007).

Il ruolo dellimmunita locale € meno studiato. Tauia le IgA, riscontrabili a partire dai 799
post-infezione, sembrano svolgere un ruolo fondaatemel controllare la replicazione virale
nelle prime fasi dell'infezione, sia essa a livellel tratto respiratorio che digerente (Yu et al.,
2007a; Gerber et al., 2011).

2.3.2. Immunita cellulo-mediata

Gli anticorpi neutralizzanti possono esplicare ¢aol azione solo nei confronti di antigeni
extracellulari o presenti sulla superficie cellelafuttavia PCV2, come gli altri virus, prevede
un ciclo replicativo intracellulare ed essendo spisto di envelope, € improbabile (ad oggi hon
vi sono prove in tal senso) che le sue proteinegaea espresse sulla superficie cellulare.
Conseguentemente altri meccanismi di citotossié@aono essere implicati nel contrastare la
fase intracellulare del ciclo virale.

Le conoscenze riguardo I'immunita cellulo-mediatencs scarse, ed incentrate principalmente
sullo studio delle dinamiche di sviluppo di IlNBecreting cell (INf SC) specifiche per PCV2
(Fort et al., 2009; Steiner et al., 2009;Fort et 2010). IFN e considerata una delle citochine
chiave nello sviluppo di questo tipo di immunita, particolare stimolando la differenziazione
dei linfociti CD4 in Thl. Sperimentalmente, PBMQewtuti da animali infettati con PCV2 sono
stati riesposti all'’ antigene onde misurare la regione di INF e sondare quindi I'avvenuta
formazione di INk SC specifiche. Lo sviluppo di questi elementi &astriscontrata a 21 gg
post-infezione (Steiner et al., 2009); analoghiltai sono stai ottenuti da Fort (2009) il quale
colloca la comparsa di INFSC PCV2 specifiche fra i 14 e 21gg. PCV2 € quindgrado di
indurre la formazione di linfociti T specifici sedae si ritenga che non rappresenti un forte
immunogeno per le cellule T, probabilmente a cadslla sua lenta replicazione. L'uso di
anticorpi monoclonali anti-CD4 e anti-CD8 ha perswedi evidenziare, come poi confermato da
studi di citometria di flusso, il contributo demntfociti T sia citotossici che helper nella secreeo

di INFy (Steiner et al., 2009). E altresi unanime il rigoo di una correlazione negativa fra lo
sviluppo e l'intensita della risposta cellularei digelli di replicazione virale nei suini infetti.

Per quanto concerne i target molecolari recentligtanno evidenziato come siano coinvolte sia
proteine strutturali che non strutturali. Tuttag@no riscontrabili differenze significative nella
comparsa e intensita della risposta nei confron€ap e Rep Tutti gli animali infettati, anche
guelli con viremie molto basse, sviluppano unaasa nei confronti dCap, evidenziando come
guesto sia un buon immunogeno anche per i linfdcitConsiderando che PCV2 e in grado di
infettare e persistere a lungo senza replicaree redllule dendritiche e della linea monocito-
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macrofagica, I'induzione di un'immunita cellulo-math nei confronti diCap sembra svolgere

un ruolo cruciale nel contrastare la persistenziirdezione in queste cellule. Contrariamente,
solo i suini che presentano un elevato titolo eila presenza di lesioni caratteristiche di PCV2
manifestano una significativa reazione nei confrdnRep Questa evidenza suggerisce che un
certo livello di replicazione virale € necessarer gtimolare la risposta nei confronti di tale
proteina. Tale ipotesi appare plausibile considdwanoome questa venga espressa solamente
nelle cellule che supportano la replicazione. Endulecito ipotizzare che I'immunita rivolta
contro Rep possa essere importante nel limitare tale fenonemmevenire la progressione
dell'infezione verso lo sviluppo di PCVD (Fort dt,2010).

2.3.3. Immunita materna

| sopracitati dati inerenti il timing della sieraogersione, pur validi, considerano soggetti privi d
immunita pregressa. Data la diffusione sostanziatemaubiquitaria del virus la stragrande
maggioranza delle scrofe risultano sieropositig®me tali in grado di trasmettere un'immunita
passiva alla progenie, sostanzialmente tramiteldstro. L'emivita di tali anticorpi & stimata in
19 gg e conseguentemente i suinetti ridivengonoomsegativi indicativamente a 4,9+1,2
settimane di eta nei soggetti con bassi titolicmpali, a 8,1+1,9 settimane in quelli con titoli
moderati e 11+£2,5 in animali con elevata immunitsgiva (Opriessnig et al., 2007b). La
presenza di titoli elevati di IgA secrete nel ctdos in minor misura nel latte svolge, come gia
descritto per gli adulti, un ruolo importante nelmotezione del tratto gastroenterico (e
respiratorio) dei lattanti (Gerber et al.,, 2011)vddsi elementi portano a sostenere il ruolo
guantomeno parzialmente protettivo dell'immunitéodgine materna. Il riscontro che vi sia una
relazione temporale fra la diminuzione dellimmuaninaterna e la comparsa di viremia con
successiva sieroconversione (Larochelle et al.22@0dau-Roma et al., 2009) noncheé l'evidenza
che la sintomatologia clinica compaia tipicamendgalle quattro settimane di vita apportano
interessanti elementi di conferma. Vi e inoltre wignificativa correlazione negativa fra titolo
anticorpale post colostrale ed entita della virefieKeown et al., 2005; Opriessnig et al.,
2010), lesioni (Opriessnig et al., 2010), casi MWS (Grau-Roma et al., 2009) e mortalita
(Calsamiglia et al., 2007). Appare tuttavia impotéa sottolineare come, sia nel caso
dell'immunita attiva che passiva, i diversi autsdpra-citati concordino nel sostenere che la
protezione offerta non sia totale o comunque siadizionata dalle caratteristiche quali-
quantitative (in particolare in termini di titolo dnticorpi neutralizzanti) della stessa (Fortlet a
2007). L'infezione, la viremia e l|'escrezione vealsono riscontrabili anche in soggetti
sieropositivi pur con conseguenze generalmente nmdewvanti. Sebbene rappresenti piu
I'eccezione che la regola, Larochelle et al., (90@&orta tuttavia gruppi di animali con analogo
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titolo anticorpale ma differenti in termini di commza della sintomalogia clinica.
Conseguentemente si ritiene che il pieno contrilstaadella componente cellulare che umorale,
nonché le caratteristiche di quest’ultima, sia Bsad0 per una piena protezione.

Analoghe supposizioni sono state fatte in meritorwlo dellimmunita nel prevenire la
trasmissione verticale di PCV2. Dato il caratteefluto-associato della viremia si € portati a
ritenere che la diffusione trans-placentare possa @ssere completamente impedita dalla
componente anticorpale. Altri patogeni quali ADVC&FV sono in grado di infettare i feti
gualora la scrofa sia stata trattata con vaccattivati. Tale fenomeno non avviene (o avviene in
misura molto minore) in soggetti immunizzatisi rm@nfronti del virus di campo o di ceppi
vaccinali vivi attenuati. Risultati analoghi sontats ottenuti con PCV2 (Madson et al., 2009c¢)
lasciando supporre che, probabilmente, un piu narealuppo dellimmunita cellulo-mediata
possa giocare, un ruolo base nel coadiuvare la coemte umorale e contrastare la viremia
cellulo-associata e le sue conseguenze (Pensadrit 2004).

In studi inerenti altri patogeni é stata dimostilataresenza di linfociti T nel colostro suino éd i
trasferimento dellimmunita antigene specifico Traipendente sia attraverso il colostro che
per via transplacentare. Tuttavia il ruolo di gaesbmponente nel caso di PCV2 deve ancora

essere indagato.

2.3.4. Immunosoppressione

L'immunodeficienza secondaria virus-indotta € unoi@eno ben conosciuto e riconducibile,
nella specie suina, a diversi batteri e virus (&sgat al., 2004a). Le evidenze di un’analoga
azione di PCV2 sono molteplici. Fra i riscontriadir € infatti possibile addurre le gia citate
alterazioni istologiche, ematologiche e funziord®i diversi costituenti il sistema immunitario.
In aggiunta non pud essere trascurato il riscomlroun’elevata frequenza di coinfezioni
comprendenti diversi microrganismi, alcuni dei quelassicamente considerati patogeni
opportunisti e comunemente associati a stati di ummsopressione nell’'uomo e negli animali
(Segalés et al., 2004a) (tab. 10). A ulterioreavar una diminuzione dell’efficacia dei vaccini
verso altri patogeni non puo non essere considerdieativa di una diminuzione della reattivita

dell’organismo verso antigeni estranei (Opriessnigl., 2006c¢).

2.4. SEGNI CLINICI, LESIONI ANATOMO-PATOLOGICHE E
ISTOPATOLOGICHE

L'infezione da PCV2 si pud manifestare con unaificativa varieta di sindromi (Segalés et al.,
2004b), complessivamente definite PCVD, che d#f@mno primariamente per gli apparati

coinvolti. Quali siano i reali determinanti che éascono lo sviluppo di un particolare quadro
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resta tuttora oggetto di discussione, cosi comerardiscusso € il reale contributo del virus nella
patogenesi di alcune delle sindromi che verranrsoritée.

POST-WEANING MULTISYSTEMIC WASTING SYNDROME (PMWS)

La malattia interessa primariamente i soggettildrd-16 settimane ed &€ accompagnata da una
mortalitd approssimativamente del 10% (range 4-20%ggni clinici comprendono inizialmente
riduzione nel incremento ponderale, febbre, pallergerdita di condizione del mantello.
Seguono poi dispnea, tachipnea, diarrea scura, ianeriitero, accompagnati da aumento di
volume dei linfonodi.

Alla necroscopia le lesioni piu suggestive intea@ssi polmoni e i linfonodi. | primi appaiono
non collassati, screziati sui toni del marronedazss. | secondi (in particolare quelli inguinali,
sottomandibolari, mesenterici e mediastinici) appai aumentati di volume. Molto
sporadicamente possono risultare atrofici. In umeno limitato di soggetti aree di necrosi da
multifocali a coalescenti possono risultare visibilacroscopicamente. Il fegato pud apparire
aumentato o ridotto di volume, con colorazionelgiaranciata in caso di ittero. | reni possono
presentare foci multipli biancastri di diametro igbile. Un’elevata percentuale di soggetti
presenta altresi consolidamento dei lobi polmoa&nio ventrali e ulcere gastriche dgtlars
esofageache usualmente sono associate ad infezioni batieer(la prima) e di origine
multifattoriale (la seconda) e non sono considetstesffetto diretto di PCV2. Le ulcerazioni
SONo spesso associate ad anemia, cui si asspeiloile cutaneo, anche se e possibile riscontrare
animali anemici in assenza di tali lesioni. In patare nei casi a decorso cronico & possibile
riscontrare cachessia, atrofia delle masse museotkel tessuto adiposo (tab. 6).

LESIONE MACROSCOPICA %

Deperimentd 80,3
Polmoni che non collassato,screziati marrone roggic 64,4
Consolidamento polmonare (broncopolmonite) 59,3
Aumento di volume di almeno un linfonodo (linfoagatia)® 52,8
Ulcere gastriche nellpars oesophagea 28,5
Sierosite (mono-polisierosite) 25,0
Atrofia sierosa del grasso 22,7
Presenza di foci biancastri a livello reffale 18,4
Feci morbide a livello del retto (colite catarraksociata a diarrea) 11,1
Atrofia epaticd 3,3
Colite fibrino-necrotizzante 3,3
Ittero® 2,3
Necrosi linfonodalg 2,3
Polmonite necrotizzante 2,0
Epatomegalia 0,5

Tab. 6.% reperto particolarmente suggestivo per PMWS. Tratb da Segalés et al. (2004b)
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Le lesioni istologiche (tab. 7) dei tessuti linati [ ESIONE MICROSCOPICA %
rappresentano I'elemento piu caratteristico. | TESSUTO LINFOIDE

osservano vari gradi di deplezione linfocitari | PePlezione linfocitaria 89,1
) . ) Infiltrato infiammatorio istiocitario 77,0
con perdita della struttura follicolare, assoctc — = ,
Corpi inclusi intracellulari 34,6
associata alla presenza di cellule giga|Necrosicoagulativa multifocale 9,9
. o POLMONI
multinucleate. Caratteristica € la presenza
o o o o Polmonite interstiziale 76,8
corpi inclusi citoplasmatici basofili, di aspett Broncopolmonite catarral-purulefita 55.1
sferico e ben demarcato nelle cellule istiocitar | Polmonite necrotizzante 4.0
E altresi possibile riscontrare fenomeni |FEGATO (Rossel et al.,2000)
. .. . . ) Stage | 33,1
necrosi e apoptosi; in taluni casi a livell
Stage I 8,6
linfonodale si osservano estese aree di nec |gage iy 2.0
coagulativa multifocali coalesceti, associate | Stage IV 1,3
trombosi vascolari. A livello polmonare <|1°@€ 45,0
RENE
riscontrano processi di polmonite interstizia Nefrite interstiziale 376
subacuta in presenza di infiltrato istiocitario | coLoN
cellule giganti multinucleate all'interno deg | Colite linfoplasmocitaria 15,0
Colite fibrino-necrotizzanfe 3,8

alveoli e nei setti alveolari, che appaior Tab. 7.2 generalmente associate ad infezioni
ispessiti. Nei casi cronici puo essere prese batteriche. Segalés et al.(2004b)

una bronchiolite fibrosa obliterante. Lesioni

analoghe a quelle riscontrabili a livello linfondel@ono riscontrabili in alcuni soggetti anche a
livello del BALT. Le lesioni epatiche sono caratzeate da un infiltrato linfo-istiocitario nelle
zone periportali, degenerazione idropica, cariori@ganecrosi random degli epatociti. In alcuni
casi, tipicamente associati ad ittero e lesionitiepa evidenziabili anche macroscopicamente,
puo essere presente un’estesa fibrosi perilobutserganizzazione dei piatti degli epatociti ed
una piu estesa necrosi epatocitaria. La presenma difiltrato infiammatorio granulomatoso e

riscontrabile anche in altri tessuti quali renegreue intestino.

PORCINE DERMATITIS AND NEPHROPATHY SYNDROME (PDNS)

Questa sindrome interessa con maggior frequennarselia fase di ingrasso (pur essendo stata
segnalata in soggetti di sole 5 settimane) e ptasgeneralmente esito infausto entro pochi
giorni dalla comparsa della sintomatologia. Clinmiegte si manifesta con un esordio improvviso
di febbre, letargia e comparsa di lesioni cutarielaeee rilevate evolventi verso croste rossastre

con centro nero. Queste corrispondono a infarti reageci cutanei e sono localizzati
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principalmente a livello degli arti posteriori ellderegione perineale. Alla necroscopia entrambi
I reni appaiono aumentati di volume, pallidi e gatecchie disseminate a livello della corticale.
E tuttavia importante ricordare come non tutti ggetti presentino lesioni a livello renale e
cutaneo. Raramente soggetti considerati affetPldO&dlS non presentano lesioni a livello renale
mentre altri presentano solo lievi lesioni a qudatello. Quest'ultimo caso viene classificato
come “atipico” e viene egualmente ricondotto atéimo della sindrome in presenza di una
vasculite necrotizzante sistemica. Le maggior afieni istopatologiche includono una
glomerulonefrite fibrinosa e necrotizzante e, fegwpunto, una vasculite necrotizzante sistemica.
Queste lesioni associate al riscontro di immunagiob e complemento nei vasi danneggiati e
nei glomeruli suggeriscono una patogenesi di tipsmunomediato (ipersensibilita di 1l tipo).
Sebbene gli antigeni potenzialmente responsabduédsta sindrome possano essere molteplici e
sommare i rispettivi effetti (PRRSWasteurella multocidaStreptococcus suis typke e 2,
Escherichia coli Proteus spp, Haemophilus parasujsActinobacillus pleuropneumoniae
Bordetella bronchisepticaArcanobacterium pyogeneStaphylococcus aureus Salmonella
spp) (Opriessnig et al., 2007b; Gillespie et @09, I'associazione fra PCV2 e PDNS nonche |l
ruolo di un’eccessiva risposta anticorpale contwesfo patogeno sono stati evidenziati
(Wellenberg et al., 2004).

Associate a queste caratteristiche lesioni si pussiscontrare anche deplezione linfocitaria ed

infiltrato granulomatoso a livello linfonodale elpmwnite interstiziale.

DISORDINI RIPRODUTTIVI

Alterazioni nelle performances riproduttive intes@so principalmente scrofette e in generale
animali sieronegativi. | segni clinici includonoraanto dei fenomeni di morte embrionale e di
ritorni in estro irregolari, morte fetale e mumno#kzione, aborti, natimortalita e mortalita pre-
svezzamento. Negli animali abortiti o nati morttulore appare di aspetto globoso, aumentato di
volume, con fenomeni di dilatazione evidenti inrantbi i ventricoli. Esternamente ed alla
sezione di taglio sono riscontrabili striature loiastre interessanti il miocardio costituente la
parete di entrambi i ventricoli ed il setto intemtrécolare. Associato a ci0 Si puo osservare
distensione addominale e versamenti siero-fibrinnscavita peritoneale e pleurica, edema
polmonare ed epatomegalia con pattern lobulareepidente. Possono essere altresi presenti
petecchie a livello splenico e atrofia timica. ti f@ummificati talvolta presentano evidenze di
distensione e versamento addominale, edema sieguis®0 Sottocutaneo, epato- e

cardiomegalia.
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All'istologia si osservano aree di degeneraziomeerosi miocardica, talvolta accompagnata da
mineralizzazione distrofica. Del connettivo fibrogoco organizzato, da scarso ad abbondante,
rimpiazza i miocardiociti persi e, assieme all'ederpresente, contribuisce a separarli.
L’infiltrato linfocitario € generalmente lieve-modd¢o. Corpi inclusi basofili sono raramente
riscontrabili nel citoplasma dei miocardiociti. &ello epatico si possono osservare fenomeni di
apoptosi e necrosi coagulativa associata a coogested emorragie. Le guaine linfatiche
periarteriose spleniche vanno incontro a deplezitinicitaria e sostituzione di questa
componente con macrofagi e rare cellule multindelednaloghi fenomeni possono essere
riscontrati a livello linfonodale (Brunborg et ak007, Madson et al., 2009b). A livello
polmonare sono state segnalate polmoniti accompagthe infiltrazione macrofagiaca nello

spazio alveolare (Park et al., 2005).

PORCINE RESPIRATORY DISEASE COMPLEX (PRDC)

PRCD si presenta, generalmente fra le 8-26 setgnairvita (Opriessnig et al.,, 2007b), con
crescita stentata, diminuzione dell’assunzione timemnto, diminuzione degli indici di
conversione alimentare e segni clinici di polmonifeali febbre, tosse e dispnea. Diversi
patogeni sono stati associati a questa sindromectiiai principali risultano PRRSV e
Mycoplasma hyopneumoniakuttavia diversi altri agenti batterici e viralbno ritenuti implicati

e fra questi anche PCV2. Sia macroscopicamentengbescopicamente le lesioni risultano
significativamente variabili in funzione del tipamemero di patogeni implicati. Inoltre le lesioni
causate da PCV2 sono sostanzialmente indistingumatroscopicamente da quelle indotte da
PRRSV e anche da alcune infezioni batteriche sistenAnche microscopicamente il riscontro
di polmonite bronco-interstiziale non permette wtagnosi certa. Tuttavia la presenza di
esfoliazione dell’epitelio associata a fibroplasmcosale e sub-mucosale ed infiltrato linfo-
istiocitario diffuso a tutti i lobi del polmone sorconsiderati suggestivi di infezione da PCV2.
Esiste inoltre una significativa sovrapposiziore quadri di PRDC e PMWS e un cut-off netto
risulta spesso difficilmente definibile.

PROLIFERATIVE AND NECROTISING PNEUMONIA (PNP)

Nell’eziologia di questa sindrome sono stati prapogl tempo diversi agenti fra cui SIV,
PRRSV e l'associazione fra PRRSV e PCV2. Clinicamenmacroscopicamente non differisce
significativamente dalla sindrome prima descrittpunto che alcuni autori non prevedono una
distinzione fra le due, riconducendo la PNP netidido del PRDC (Opriessnig et al., 2007b). La

diagnosi di PNP si basa sostanzialmente sul quastajogico, caratterizzato da cellule
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necrotiche, macrofagi e materiale proteinaceo nddiino degli alveoli, proliferazione dei
pneumoniti di tipo Il e bronchiolite necrotizzan@ccasionalmente si evidenziano altresi cellule
giganti multinucleate e membrane ialine nel lumesalare ed inspessimeto dei setti alveolari,

infiltrati da cellule mononucleate.

PCV2 ASSOCIATED ENTERITIS

Casi di enterite associata a PCV2 si riscontraegglentemente in soggetti di 8-16 settimane di
eta e si manifesta clinicamente e macroscopicanemmdo simile all'ileite subacuta o cronica
causata dd.awsonia intracellularis Gli animali presentano diarrea, debolezza, diaione
delle performances di crescita e aumento dellaati@t La mucosa intestinale risulta ispessita
ed i linfonodi mesenterici appaiono aumentati diumte. All'istologia si riscontra un’enterite
granulomatosa associata alle caratteristiche led@iPCV2 nelle placche del Peyer ma non in

altri tessuti linfoidi (Opriessnig et al., 2007b).

EPIDERMITE ESSUDATIVA

L’epidermite essudativa € una forma specifica didprmite, acuta, rapidamente progressiva e
spesso fatale che si manifesta principalmente fsaei 35 giorni di vita ma puo comparire,
sebbene in forme generalmente piu lievi, anchetanidivamente. Nonostante I'agente causale
siaStaphylococcus hyicuss ritiene che per la comparsa della patologiaizecessari dei fattori
predisponenti. | risultati di alcuni studi indicanm’elevata prevalenza di PCV2 (e PPV) in
animali affetti da epidermide essudativa. SigntfiGamente | soggetti studiati presentavano
un’alta percentuale di cellule PCV2-positive ndédlsioni cutanee mentre risultava bassa a livello
dei tessuti linfoidi. PPV e PCV2 sono stati riptirddme co-fattori per la piena espressione di
questa sindrome in condizioni sperimentali ed endjuprobabile che possano avere un ruolo,
anche in condizioni di campo, nello sviluppo o aefirogressione delle lesioni. Queste si
caratterizzano per la presenza di un essudatossiezosebaceo maleodorante che ricopre la
superficie cutanea conferendogli un aspetto unggdorco e unto. La morbilita varia fra il 10 e il
100% e la mortalita fra il 5 e il 90% (media 25%hée, 2005).

CONGENITAL TREMOR (CT)

La presenza di tremori congentiti nel suino & aas@@ demielinizzazione a livello dell'encefalo
o del midollo spinale. Le forme caratterizzate tkdioni istologicamente evidenziabili e
ascrivibili ad un’eziologia virale ignota vengontassificate come All. Gli animali colpiti si

presentano con contrazioni cloniche di varia géaeite tendono a diminuire fino a risolversi

33



generalmente nel primo mese di vita. La letaliiadécativamente del 50% come conseguenza
dell'impossibilita di alimentarsi. Allo stato atfeadelle conoscenze il ruolo di PCV2 nella
patogenesi di questa sintomatologia € assai carsoyv Sebbene I'antigene e il DNA virale
siano stati riscontrati nel tessuto nervoso diisafifetti, recenti studi non sono stati in grado di
evidenziare alcuna correlazione fra i due eventiag; 2005). Cio nonostante la possibilita di
infezione dell’endotelio a livello del CNS, il risotro di ipertrofia epiteliale, vasculiti ed
emoraggie nonché lo stato di ipercoagulabilitd @aapossono essere chiamate in causa a
sostegno di un possibile ruolo di PCV2 nel detearensintomatologia nervosa (Marks et al.,
2010).

LINFADENITE NECROTIZZANTE

L’elemento maggiormente caratterizzante si rivélégstlogia ove € possibile riscontrare aree
necrotiche primariamente al centro di prominentilidoli linfatici. Le cellule necrotiche
appaiono raggrinzite con nucleo picnotico o in a@ssi. Cido si manifesta in assenza della
caratteristica reazione granulomatosa tipica dBIMWS. E altresi possibile riscontrare la
presenza di cellule apoptotiche. L’antigene o ilNrale é rilevabile nelle cellule necrotiche e
apoptotiche nonché nei macrofagi contigui (Cha@520l soggetti spesso risultano asintomatici
0 presentano sintomatologia aspecifica. Alla nesop®m le alterazioni sono limitate a uno due
linfonodi (Opriessnig et al., 2007b).

FORME SUBCLINICHE

L’infezione da PCV2 sovente decorre in assenzardomsi clinici e con lesioni assenti/lievi.
Talvolta e possibile riscontrare forme di linfadermecrotizzante limitata a uno o due linfonodi
senza ripercussioni evidenziabili a livello sistem{Opriessnig et al., 2007b).

Anche soggetti adulti, che molto raramente presentsintomatologia, possono presentare
lesioni comparabili qualitativamente a quelle poesdemente descritte sebbene in forma lieve.
In sintesi sono stati riportati segni microscogi¢alvolta macroscopici di polmonite interstiziale,

linfoadenopatia con deplezione linfocitaria e riefmterstiziale (Madson et al., 2008).
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3. EPIDEMIOLOGIA
3.1. SPETTRO D'OSPITE

L’infezione interessa gli appartenenti alla spe®ies scrofa rappresentati dal suino domestico e
dal cinghiale. Ai fini sperimentali I'infezione @producibile e viene trasmessa anche nel topo.
Sebbene report iniziali avessero suggerito che P@d2sse interessare anche il bovino e
I'uomo successivi studi non hanno riscontrato adcevidenza di infezione produttiva in queste o
in altre specie. Allo stato attuale delle conoseesizritiene quindi che specie diverse da quella
suina (topo escluso) non siano suscettibili al ssieunon abbiano alcun ruolo attivo nella sua
epidemiologia (Grau-Roma et al., 2011; Puvanenditaad., 2011). Per quanto concerne il ruolo
del cinghiale appare opportuno spendere alcundepdoversi studi (Ellis et al., 2003; Vicente
et al., 2004) hanno evidenziato la la possibilitee @uesti animali non solo si infettino ma
manifestino anche segni clinici di PMWS, sebbenauadeta generalmente superiore a quella
classicamente riscontrata nel suino domestico. Appateressante notare come la
sieroprevalenza sia correlata positivamente caleteita della popolazione animale e con forme
di gestione piu intensiva nel caso degli allevame®ebbene il cinghiale sia considerato un
potenziale reservoir di diversi virus come la pesti@a classica, la malattia di Aujeszky, la BVD
e altri ancora, appare piu probabile che la dinarsia diametralmente opposta nel caso di PCV2
(Vicente et al, 2004). Tuttavia I'importanza epidelogica in questa specie é tutt'ora oscura.

3.2. TRASMISSIONE VIRALE

3.2.1. Trasmissione orizzontale

La trasmissione orizzontale rappresenta la primeipedalita di trasmissione di PCV2. Il virus é
stato riscontrato, in studi diversi, in svariaticis#i ed escreti sia tramite PCR sia tramite
isolamento virale. In particolare I'escrezione @&n@ tramite i secreti nasali, bronchiali, tonsillar
e oculari, nel colostro, nel latte e nel seme; P@\MRoltre riscontrabile nelle urine e nelle feci
dei soggetti infetti (Segalés et al., 2005b; GraumR et al., 2009; Grau-Roma et al., 2010;
Patterson et al., 2011). L’eliminazione virale garésentare durata variabile; Patterson (2011) ha
evidenziato una diffusione continua dai 28 ai 9@rmi di etd seguita da un’eliminazione
intermittente nei diversi secreti considerati firgo 209 gg. Tuttavia questo studio, pur
evidenziando un’eliminazione di lunga durata, ragpnta un quadro molto parziale,
considerando un numero limitato di soggetti, cimente sani e in condizioni sperimentali. Un

ulteriore studio (Andraud et al., 2009) ha evidatzicome il tasso di trasmissione aumenti fra
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gli 8 e 15 gg post infezione e diminuisca poi faib5gg quando diviene irrilevante. Sebbene la
fase di incremento possa essere giustificata daummento del carico virale la seconda fase,
caratterizzata da una diminuzione dell'infettivitgntrasta con i dati del precedente studio e
soprattutto con il permanere di livelli di virenadevati. In primis e rilevante osservare come vi
sia una concomitanza fra la diminuzione del tasstragmissione e lo sviluppo di anticorpi
neutralizzanti ai quali si attribuisce, sebbenea®inecessari ulteriori approfondimenti, I'abilita
di limitare la capacita infettante del virus esoréd inoltre importante ricordare come il riscontro
del DNA virale non implichi la presenza di viriomfettanti e conseguentemente dal punto di
vista biologico il riscontro del DNA per un certasko di tempo non implica che il soggetto
rimanga infettivo per il medesimo periodo.

| titoli virali variano in funzione della via cordgrata e soprattutto dello stato sanitario del
soggetto. Complessivamente i piu alti titoli virglono stati riscontrati a livello dei secreti
tracheo-bronchiali, seguiti da quelli tonsillarin@sali ed infine da feci e urine. Nei soggetti
affetti da PCVD [leliminazione risulta significaimente maggiore rispetto ai soggetti
clinicamente sani. Rilevante e I'evidenza che iggstti privi di lesioni istologiche e negativi
alll[HC ma positivi alla rt-PCR (tecnica dotata daaggior sensibilitd) € stato possibile

riscontrare, sebbene a bassi livelli, I'eliminazairale (Segalés et al., 2005b).

TRASMISSIONE DIRETTA. Sebbene l'infezione possa essere diffusa, conshivefficienza,
attraverso varie vie, il contatto diretto appanezsedubbio quella piu importante. L'ingresso per
via oro-nasale avviene attraverso il contatto oerfelci e le urine di animali del medesimo
gruppo e tramite il contatto grugno a grugno franisdel medesimo box o di box adiacenti
(Gillespie et al., 2009). La trasmissione attragalontatto sessuale € stata piu volte proposta
ma permane tutt'ora molto dibattuta. Sebbene kinviéa dei virioni escreti nel seme sia stata
dimostrata (Madson et al.,, 2009d) e [lutlizzo diateriale seminale contaminato
sperimentalmente da PCV2 sia stato in grado direht@re infezione e malattia nelle scrofe
(Madson et al., 2009b), il ruolo di questa via @@bndizioni di campo resta tutt’ora da stabilire
(Grau-Roma et al., 2010). Ovviamente particolarmesttetto e il contatto implicito nelle cure
parentali. In tale contesto oltre alle gia citai di infezione deve essere presa in considerazione
I'assunzione di colostro prima e latte poi. In antbi i secreti € stata evidenziata la presenza di
PCV2 (Shibata et al., 2006; Park et al., 2009) seblron frequenza maggiore nel colostro. Di
interesse risulta il fatto che la diffusione atgeso questa via non risulta inibita dai titoli di
anticorpi totali e neutralizzanti colostrali (Gerbat al., 2011) sebbene soggetti immunizzati

(vaccinati) presentino una minor escrezione.
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Piu raramente l'infezione avviene senza un confiidtoo fra gli animali; questo pud avvenire
per via aerogena o per contatto indiretto (Dupoiad.e 2009). Uno studio canadese (Verreault et
al., 2010) ha riscontrato in isolatori di suini centrazioni virali anche superiori a dieci milioni
di virioni per metro cubo di aria, corrisponderitiimalazione di circa 200TCI (tissue colture
infectious dose) al giorno. Sfortunatamente la eab@zione virale infettante per questa via di
infezione non e stata specificatamente valutatasoetitato studio e quindi non € possibile
estrapolare predizioni sulle conseguenze sullo stiasalute degli animali. Inoltre non sussistono
dati riguardo la trasmissione per via aerea a luigeanza di PCV2. Tuttavia essendo stata
dimostrata questa possibilita per altri virus, anclon caratteristiche fisiche meno favorevaoli,

questa evenienza € da ritenersi quantomeno pléisibi

TRASMISSIONE INDIRETTA La trasmissione indiretta si ritiene sia mediaiagypalmente

dal personale e dallo strumentario usato (Dupoial.e009) sebbene anche gli insetti possano
essere implicati. L&usca domestica& probabilmente I'insetto con il maggior potergidl
trasportare e trasmetterete PCV2 a causa del numlenato di individui e alla stretta
associazione con i suini e i loro escreti (Blun@akt 2011). Il ruolo degli scarafaggi, sebbene
probabile, necessita invece di ulteriori studi.

Un ultimo aspetto degno di nota € la possibilitindézione attraverso il consumo di tessuto
muscolare, linfoide e midollo osseo non cotti proeate da animali infetti (Opriessnig et al.,
2009c). L'elevata resistenza termica di PCV2 naleemoltre plausibile la presenza anche in
alimenti trattati, sebbene la veridicita di taleotgsi e il ruolo epidemiologico necessitino

ulteriori approfondimenti.

3.2.2. Trasmissione verticale

L'infezione trans-placentare cosi come gli effptitogeni nei confronti del conceptus sono stati
dimostrati. In aggiunta vi € la possibilita che Ppbssa infettare i prodotti del concepimento
anche veicolato da seme e ovuli infetti o come egusnza dell'infezione delle vie genitali

(Sarli et al., 2010). Tuttavia il ruolo di PCV2 hambito della patologia riproduttiva rimane

controverso: alcuni report suggeriscono si trattuml evento raro mentre altri asseriscono che
fino al 13% dei feti abortiti o dei natimorti sondetti (Grau-Roma et al., 2010). Generalmente
si ritiene che il potenziale patogeno per il feta Basso in virtu del fatto che la stragrande
maggioranza delle scrofe risultano sieropositivenald gia montato una risposta nei confronti
del virus di campo, praticamente ubiquitario, o delccino. Un’eccezione pud essere
rappresentata da allevamenti di nuova formaziordala presenza di un’alta percentuale di
scrofette sieronegative (Sanchez et al., 2001; d&ehst al., 2004). Ciononostante i dati
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attualmente disponibili sono scarsi e in continual#zione. Shen et al., (2010) hanno riportato
una prevalenza di suinetti viremici pari al 39,9%r gonsiderando soggetti nati da scrofe
prevalentemente sieropositive. Ovviamente risulevante ai fini epidemiologici la nascita di
soggetti viremici, talvolta persistentemente, poiain fonti di infezione per gli altri soggetti
della nidiata. La variabilita di dati in nostro gesso rendono tuttavia necessari ulteriori
approfondimenti.

3.3. DISTRIBUZIONE
In considerazione delle molteplici dinamiche distrassione, delle caratteristiche virali e degli

aspetti patogenetici risulta facile comprendere €edACV2 sia un agente ubiquitario, la cui
presenza e stata riscontrata in tutti e cinquanticenti (Grau-Roma et al., 2010). La prevalenza
e variabile e viene stimata fra il 40 e il 60% goochi anche del 100% (Grierson et al., 2004;
Shuai et al., 2007; Ramirez-Mendoza et al., 200% Et al., 2009).

Sebbene sia stato dimostrato che la comparsa d2R@teda di gran lunga la sua scoperta cio
non implica che il contesto epidemiologico sia meaimmutato nel corso degli anni. Di
interesse appare I'evidenza di un progressivo mergo della prevalenza riscontrato in diversi

studi retrospettivi (fig. 5).
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Fig. 5. Modificato da Magar et al., 2000; Rodrigue Arrioja et al., 2003; Grierson et al., 2004; Ranez
Mendoza et al., 2009; Jacobsen et al., 2009.

| dati riguardanti la prevalenza delle diverse singi sono estremamente variegati essendo

gueste condizionate dall’enorme varieta di fatthie possono entrare in gioco condizionandone
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lo sviluppo. Dati dellUnited State Departement Africolture (USDA) propongono una
panoramica abbastanza completa sulla presenzaedamenti con casi di PCVD e della loro

evoluzione nel tempo (tab. 8).

PREVALENZA % DI PCVD PER ANNO, FASE E
DIMENSIONI DI ALLEVAMENTO

Dimensioni Aziendali

Eta del
Anno Gruppo <2000 2000-10000 >10000 Complessivo(%)
2000 Svezzamento 4,4 10,4 20,9 5,7
Ingrasso 2,3 8,8 12,4 3,6
Dimensioni Aziendali
Eta del
Anno Gruppo <2000 2000-5000 >5000 Complessivo(%)
2006 Svezzamento 215 12,5 39,6 22,3
Ingrasso 25 35,5 59,9 31,1

Tab. 8. Tratto da Gillespie et al., 2009

Volendo generalizzare, per quanto concerne le fociimeche la prevalenza € generalmente
bassa, con morbilita fra il 4 e 30% e mortalita 4210% (Pogranichniy et al., 2002; Chae et al.,
2004; Segalés et al.,, 2006; Gillespie et al., 20@®)n significative variazioni fra i diversi
allevamenti (in alcuni impianti & stata descritteaunortalita dell'ordine del 50%). L’Australia
rappresenta un’eccezione a questo quadro in quenmcsono mai stati descritti casi di PMWS
pur in presenza di circolazione virale (Grau-Romaale 2010). Il contesto italiano non é
significativamente dissimile da quello sopra dégwriL’infezione da PCV2 & endemica negli
allevamenti italiani come evidenziato dagli eleViatlli di sieroprevalenza (sono riportati valori
compresi fra il 40 e il 100%) e di positivita viogfica (valori medi superiori al 40% negli ultimi
vent'anni) (Sala et al., 2000; Alborali.,2002; Baxekm et al., 2010) a cui fa riscontro,
clinicamente, una prevalenza di PMWS del 5-20%ailo rispetto al passato (Sarli et al., 2008).
E evidente che una tale diffusione virale si fosdaun’altrettanto ampia circolazione di animali
a livello globale. 1 risultati di modelli di diffisne geografica indicano I'esistenza di una
rilevante movimentazione di PCV2, con significategami fra Nord America, Europa ed Asia e
potenzialmente fra Asia e Sud America. L'analigi dgporti fra i singoli stati ha permesso di
ricostruire analoghi legami sia nel contesto euoog® in quello nord americano. Cio e rilevante
alla luce della corrispondenza fra le vie di diftue del virus e le principali rotte commerciali di

suini vivi. In altre parole gli elevati livelli dmovimentazione che sussistono in un mercato
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globalizzato, assieme alla presenza di una altaceparale di animali asintomatici,
contribuiscono a creare condizioni ottimali pespansione virale (Firth et al., 2009).

3.4. FATTORI DI RISCHIO
Come appena affermato I'infezione da PCV2 presanta prevalenza elevata cui fa riscontro

una morbilita relativamente bassa. Conseguentenséntdene che PCV2 sia causa necessaria
ma generalmente non sufficiente nella genesi d@0&D e che si renda quindi necessaria la
presenza di altri fattori scatenanti. E tuttaviecessario sottolineare come questi elementi,
nonché le eventuali misure di controllo che sustjugossono essere impostate, non possono
essere considerati unicamente secondo una prespetieramente clinica. Essendo stato
evidenziato un diverso peso in termini di trasnoigsidel patogeno fra soggetti infetti e malati il
guadro epidemiologico dovra sempre essere pondedatme di una disamina razionale e

proficua delle azioni da intraprendere e dei lozadfici.

3.4.1. Variazioni nella virulenza di PCV2

Lo studio filogenetico ha attualmente permessdatisificare la popolazione virale in tre gruppi:
PCV2a, PCV2b e PCV2c, quest’ultimo segnalato sol@animarca (Grau-Roma et al., 2010).
Nel tempo si e tuttavia generata una nomenclativargificata e quindi confondente; per

chiarezza viene proposto un riassunto della terlogi@ usata dai diversi autori (tab. 9).

Segalés et | deBoissesor Timmusk et | Carman et | Olvera et |Gomes et | Gagnon et | Grau-Roma
al., (2008) |etal., (2004) al., (2008) |al., (2006) |al., (2007) |al., (2007) |al., (2007) |et al., (2008)

Pattern 321+ PCV2
PCV2b I SG3 like Gruppo 1 Gruppo A| PCV2b genotipo 1
PCV2a I SG1/5G2 | Pattern 4221 Gruppo 2 | GruppoB| PCV2a PCv2

like genotipo 2

Tab. 9. Nomenclatuda dei genogruppi di PCV2 adottat da diversi autori. Grau-Roma et al.,2010

Lo studio della popolazione virale nel tempo hamesso di evidenziare una globale tendenza
allo shifting da PCV2a a PCV2b (Dupont et al., 2008ebbene studi iniziali non avessero
riscontrato alcuna correlazione fra la sequenzeDd&A virale e 'emergenza di PCVD (Olvera
et al., 2007) I'opinione a riguardo e radicalmecaenbiata nel corso degli ultimi anni a seguito
della pubblicazione di recenti lavori. Un crescembenero di articoli ha riportato come lo shift
fra le due varianti possa essere correlato alapaosa di nuovi outbreak o a modificazioni del
guadro epidemiologico, sintomatologico ed anatortapgico. Ad esempio alla fine del 2004 in
Canada e stato riscontrato un incremento inaspeattitcasi di PMWS associato ad un aumento
della mortalita, della gravita delle lesioni e defjuantita di antigene virale presente (Gagnon et
al., 2007; Carman et al., 2008) in concomitanza gonnetto aumento nella prevalenza di
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PCV2b. Analoghe osservazioni sono state riportatBanimarca (Dupont et al., 2008), Svezia
(Timmusk et al., 2008) Svizzera, Usa e Spagna €goet al., 2011). Cio depone a favore
dell'ipotesi che questo shift abbia avuto un rupklla comparsa degli outbreak di PMWS in
tutto il mondo a partire dai primi anni ‘90. In aggta si ricorda come l'origine di PCV2 venga
collocata in un intorno del 1991, ossia in corrisgenza della comparsa dei primi casi clinici
(Firth et al., 2009). Tuttavia e importante sottelire come studi retrospettivi, almeno per quanto
concerne il contesto spagnolo e svizzero, hanndeaxziato che PCV2b circolava nel territorio
prima (in Spagna gia nel 1985) della comparsa agidemie di PMWS, sebbene con frequenza
significativamente inferiore. Nonostante recentudst di meta-analisi inerenti infezioni
sperimentali rivelino una maggiore facilita neldurre PMWS con PCV2b, é necessario
ricordare che entrambi i genotipi (2a e 2b) songrado di indurre malattia (Cortey et al., 2011).
Sulle reali motivazioni sottostanti alla presuntiazione di virulenza non vi sono certezze.
Carman et al., (2007) riportano una omologia dusega fra i due genotipi per ORF2 e parte di
ORF1 pari al 91,6%; analoghi risultati sono stgtortati da Timmusk et al., (2008) sulla base
della sequenza di ORF2. In particolare sono stntificati 52 marker nella sequenza
nucleotidica che possono essere sfruttati per idig@zione fra le due varianti. La maggior
parte di questi (33) sono collocati nella regiondificanteCap Questo aspetto € di particolare
interesse essendo le proteine capsidiche il pateibersaglio della risposta immunitaria e come
tali soggette a pressione selettiva. Proprio instjoitica € da rilevare come le regioni
corrispondenti ai quattro epitopi proposti conceatdia maggior parte delle mutazioni del gene
Cap e fra queste siano compresi anche quattro madeterminanti per altro mutazioni non
silenti (Olvera et al.,, 2007). Queste potrebberaemeinare un differente potenziale
immunogeno, una differente capacita di induzionardicorpi neutralizzanti o determinare una
solo parziale cross-protezione fra i due ceppi ghiegherebbe la maggior sensibilita verso il
nuovo genotipo. Tuttavia sebbene I'uso di anticonmnoclonali abbia evidenziato una certa
differenza antigenica, nella pratica clinica I'imnita nei confronti di uno sembra essere
protettiva nei confronti dell’altro (Timmusk et @2008; Cortey et al., 2011). Un'altra ipotesi piu
che suggestiva e rappresentata dal fatto che roniazél patrimonio genetico possono indurre
alterazioni nella trascrizione, nella traduzioneedla replicazione del genoma nonché interferire
a vari livelli con il ciclo virale. Questa teorias@ipportata dalla dimostrazione sperimentale che
la mutazione di due aminoacidi (110 e 191) modifecinetica replicativa in vitro e in vivo
(Fenaux et al., 2004). Particolare valore deveresstribuito a questo evento in considerazione
del fatto che 'aminoacido 191 rappresenta unoidglgimenti indicativi della distinzione fra

PCV2a e b, pur non essendo considerato uno deiem@kmmusk et al., 2008).
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Infine merita attenzione I'osservazione che unasifewazione analoga a quella ottenuta a partire
dalla sequenza di ORF2 e ottenibile anche sfruttadi@F3 (Timmusk et al., 2008). Al contrario,

il gene ORF1 appare altamente conservato fra irsiiveolati, probabilmente perche sottoposto
ad una pressione selettiva negativa di maggionsitiz (Olvera et al., 2007). Detta caratteristica
si puod ripercuotere praticamente nella scelta dagoni significative da sequenziare ai fini
della classificazione e della generazione di alfiegenetici.

Queste evidenze fanno ritenere che la variabibidetjca si ripercuota in una diversa virulenza,
implicata nello sviluppo di PCVD. Tuttavia la quesie € tuttora molto dibattuta ed in ogni caso

i fattori inerenti al virus sarebbero solo uno chellti fattori coinvolti nella patogenesi.

3.4.2. Coinfezioni e immunomodulazione

Sebbene PCV2 sia riconosciuto causa necessaria ggatuppo di PCVD (Gillespie et al., 2009)
e sperimentalmente sia stato possibile riprodutBMS in animali convenzionali (ma non
gnotobiotici) tramite iniezione di materiali contrte PCV2, e altrettanto evidente che tale
condizione sia tipicamente insufficiente a deteaménsintomatologia. E stato dimostrato come
la coinfezione con diversi altri patogeni, frequemente riscontrata (tab. 10), determini un
aumento dell'incidenza della patologia, della gwavdelle lesioni e della sintomatologia.
Sebbene il quadro possa cambiare in virtu del stmiepidemiologico, uno studio americano su
suini affetti da PCVD ha evidenziato la coinfezionen PRRSV nel 54% dei casi, con
M.hyopneumonia@el 36%, con polmoniti e/o setticemie battericleé 22% e con l'influenza
suina nel 5,4%. L’infezione con solo PCV?2 e stataadtrata solo nel 2% dei casi (Opriessnig et
al., 2007b). Le cause primarie alla base di quesidenza non sono ancora del tutto comprese.
Sono state tuttavia avanzate piu ipotesi che da sain compartecipazione possono fornire
alcune indicazioni. L’attivazione del sistema imrtario é riconosciuta come un evento cardine
nella patogenesi. Non si deve infatti dimenticanene questo virus dipenda interamente dalle
DNA polimerasi cellulari per la replicazione e cotake necessiti di cellule mitoticamente attive.
L’'immunostimolazione, indotta potenzialmente da teplici patogeni, condiziona la
proliferazione delle cellule target e conseguentemda replicazione virale (Krakowka et al.,
2001; Ellis et al., 2004). E stato riscontrato canehe I'immunostimolazione indotta da vaccini
contro M.hyopneumoniageA.pleropneumonigePRRSV e peste suina classica possono indurre
analoghi effetti. Tuttora dibattuto € I'effetto diegdiuvanti a veicolo oleoso (Opriessnig et al.,
2003; Grau-Roma et al., 2010). L'alterazione dptiaduzione citochinica da parte di un agente
rappresenta un altro elemento di cui PCV2 potrdisreficiare. Questa ipotesi, gia proposta da
Ellis et al., (2004) e stata poi confermata, almgeo quanto concerne PRRS, da Shi et al.,
(2010) 1 quali hanno evidenziato il reciproco vaug® conseguente all'alterazione
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dell'espressione dei diversi mediatori indotta dangoli virus. Paradossalmente anche
immunosoppressione sembra essere positivamenteelata allo sviluppo di PCVD. La
somministrazione di Ciclosporina e Desametazone gvelata in grado, rispettivamente, di
prolungare la viremia e determinare una maggioseigr delle lesioni rispetto ai controlli
(Gillespie et al., 2009). Analogamente agenti patdgo condizioni manageriali/ambientali

determinanti una calo della risposta immunitariagdubero esitare in analoghe conseguenze.

Agente Report Stato
Gagnon et al., (2007) Canada
Larochelle et al., (2003) Canada
Dewey et al., (2006) Canada
Pallares et al., (2002) U.S.A
Pogranichniy et al., (2002) U.S.A
Dorr et al., (2007) U.S.A
PRRS Calsamiglia et al., (2007) Spagna
Fraile et al., (2009) Spagna
Segale set al., (2002) Spagna
Quintana et al., (2001) Spagna
Rose et al., (2003) Francia
Wellemberg et al., (2004) Paesi Bassi
Kim et al., (2002) Corea
Kawashima et al., (2007) Giappone
. Muratami et al., (2006) Giappone
Virus Ellis et al., (2000) Canada
Porcine parvovirus Rose et al., (2003) Francia
Cao et al., (2005) Cina
Kim and Chae, (2002) Corea
\Iji(:L:glne epidemic diarrhoea Hirai et al., (2001) Giappone
Rodriguez-Arrioja et al., (1999) Spagna
Aujeszky’s disease virus Quintana et al., (2001) Spagna
Cao et al., (2005) Cina
Hepatitis E virus Martin et al., (2007) Spagna
Gagnon et al., (2007) Canada
Torque teno virus Horlen et al., (2008) U.S.A
Kekarainen et al., (2006) Spagha
Porcine Teschovirus Takahashi et al., (2008) Giappone
Swine influenza virus Dorr et al., (2007) U.S.A.
Pallares et al., (2002) U.S.A
Dewey et al., (2006) Canada
Mycoplasma hyopneumoniae | Dorr et al., (2007) U.S.A
Pallares et al., (2002) U.S.A
Mvconlasma hvorhinis Gagnon et al., (2007) Canada
Batteri yeop Y Kawashima et al., (2007) Giappone
Mycoplasma suis Pereyra et al., (2006) Argentina
Salmonella colera suis Murakami et al., (2006) Giappone
Escherichia coli Dewey et al., (2006) Canada
Haemophilus parasuis Kim et al., (2002) Corea
Pneumocystis carinii Clark (1997) Canada
Candida albicans Zlotowski et al., (2006) Brasile
Patogeni Aspergillusspp Segalés et al., (2003) Spagnha
opportunisti Criptosoridium parvum Nunez et al., (2003) Spagnha
Chlamydiaspp. Carrasco et al., (2000) Spagna
Zygomycetespp Szeredi and Szentirmai (2008) Ungheria

Tab. 10. Coinfezioni riscontrate in casi di PMWS incondizioni di campo.Tratto daGrau-Roma et al, 201(
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3.4.3. Fattori legati all'ospite

Si e precedentemente accennato al possibile rela domponente genetica dell’animale nella
patogenesi delle PCVD. Sebbene tutte le razze siaggette all'infezione e allo sviluppo di
malattia diversi studi hanno posto in evidenza cgee alcune di esse la suscettibilita sia
maggiore. La razza Landrace si € dimostrata pigestisile rispetto a Pietrain, Duroc e Large
White (Opriessnig et al., 2006a; Opriessnig et 2009b). Mcintosh et al., (2006) hanno
evidenziato I'escrezione virale nel seme di vemndrace e Duroc, ma non in Large White e
Meishan. L'importanza delle linee genetiche é stiportato da Lopez-Soria et al., (2004),
evidenziando una maggiore viremia nella progenente/linea paterna costituita da 25% Large
White- 75% Duroc (Opriessing et al., 2009b). Tutasi ritiene che il ruolo predisponente della
componente genetica non sia ne pertinenza di sitgul genici né limitata a singole razze.
Conseguentemente non tutte le linee e gli indivappartenenti ad una razza sarebbero latori di
un corredo sfavorevole. Differenze quali-quantatin particolare nella risposta adattativa
all'infezione, condizionata dalla componente genisano state addotte come concause del
differente esito dell'infezione (Opriessnig et &Q07b; Gillespie et al., 2009). Recentemente
Karlskov-Mortensen et al. (2008) hanno riportate dlcromosoma suino 13 potrebbe contenere
geni conferenti suscettibilita a PMWS. Uno dei gdatl sarebbe il gene codificante MyRIP, una
proteina implicata nel trafficking cellulare e nedlocitosi. E stato quindi speculato che la
persistenza di PCV2 nelle vescicole cellulari geribile all’alterazione del trasporto citosolico
mediato da MyRIP. Tuttavia la piena conoscenzawdei determinanti genici € ben lungi

dall'essere raggiunta.

3.4.4. Fattori manageriali e ambientali

L’aspetto gestionale svolge senza ombra di dubbioruolo fondamentale nel controllo
dell'infezione da PCV2 essendo in molti casi passibidurre fino ad annullare I'impatto
economico di questo patogeno tramite un valido mament e 'adozione di adeguate pratiche
di igiene (Madec et al., 2008) (tab. 11). Le madation cui questa componente puo contribuire
nella patogenesi sono molteplici e comprendonadigzione sia con il patogeno che con
l'individuo ospite. Procedendo per punti, € evideche le caratteristiche strutturali, funzionali e
gestionali di un allevamento condizionano la ciaztne virale, la probabilita e le vie di
trasmissione, la pressione infettante e il timirel'idfezione. In secondo luogo puo essere
condizionata, piu 0 meno direttamente, I'attiviegl distema immunitario ed in generale lo stato

di salute dell’animale: immunita materna, immunmostiazione ed immunosopressione sono
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aspetti che vengono condizionati dalle pratichealtbvamento ed entrano in gioco in modo
significativo nel determinare I'esito dell'infezier{Madec et al,. 2000).

Effetto sul rischio di

Settore Fattore considerato PCVD
| Elevato numero di scrofe >
| Gruppi numerosi nel settore svezzamento e ingrasso >
Strutture | Vicinanza ad altri allevamenti suini >
| Mangiatoie separate fra le diverse unita di ingrasso <
| Presenza di docce <
Alte percentuali di pareggiementi >
Grande variabilita di eta e peso allo svezzamento >
Flusso continuo di suini nel reparto svezzamento >
Acquisto di scrofette per rimonta esterne >
Svezzamento precoce (<21gg) >
Divisione dei suini per sesso allo svezzamento <
Maggiore peso allo svezzamento <
Allevamento delle scrofe i gruppo durante la gravidanza <
Management | Uso di seme da centri esterni <
Produzione interna di seme >
Valide misure di biosicurezza aziendali <
Livelli di igiene (all-in/all-out) e disinfezioni settore parto e
svezzamento <
Vuoto sanitario < 5 gg >
Titoli elevati di sieropositivita materna per PCV2 al parto <
Infezione precoce dei suinetti >
Svezzamneto precoce dei suinetti piu pesanti e uso di pre
nursery <
Controllo "pests" <?
Migliore ventilazione <?
Vaccinazione delle scrofe contro PRRS >
Vaccinazione delle scrofe contro E.coli ><
Uso di vaccini separati contro Erysipelas e Parvovirus >
Vaccinazioni | Scarsa tecnica di iniezione (esita in ascessi e altre lesioni) >
Trattamenti Vaccinzione delle scrofe contro la rinite atrofica <
Nutrizione Trattamenti regolari contro gli ectoparassiti <
Coinfezoni Uso di ossitocina durante il parto <
Aumento colesterolo e antiossidanti nell alimento <?
Somministrazione di fitosteroli immunomodulatori <
Uso di spray dried plasma <
Sieronegativita PRRS e PPV <
Sieroconversione per PPV durante la gravidanza >

Tab 11 2 = Conclusioni ritenute probabili ma ch richiederebbero ulteriori approfondimenti.
Tratto e modificato da Madec et al., 2000; Rose al., 2003; Madec et al., 2008; Misinzo et al., 2009erreault
et al., 2010; Blunt et al, 2010; Grau-roma et al2010.
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4. DIAGNOSI

La diagnosi di PCVD presenta non poche difficalitéprimo luogo € necessario ricordare come
sebbene PCV2 sia sostanzialmente ubiquitario elimi casi coinvolgente la totalita della
popolazione animale, lI'insorgenza di malattia &aménte meno frequente. L'impossibilita di
associare con costanza la presenza dell’agentdogizio alla PCVD rappresenta uno dei
principali limiti delle metodiche di diagnostica thboratorio, rendendo potenzialmente non
significativi i risultati ai fini della pratica atica. Parallelamente anche il quadro sintomatotogic
sovente non si presenta nella sua completezza,ngenspesso alterato nei suoi elementi
caratteristici dall'azione di altri patogeni, siaessi implicati nella patogenesi o semplici agenti
di irruzione secondaria (Chae et al., 2004). Bostaatti evidenziato come solamente nel 50%
circa dei casi riferiti da veterinari, definiti cem‘esperti”, la diagnosi di PCVD sia stata
confermata all'istologia (Opriessnig et al., 2007Apnseguentemente per la diagnosi di PMWS
(Chae et al., 2004) ed in generale PCVD (Gillegpial., 2009) nel singolo individuo si rendono
necessarie: (I) la presenza di segni clinici combpat(ll) la presenza di caratteristiche lesioni
microscopiche, (lll) la dimostrazione di PCV2 nellasione (attualmente le tecniche
maggiormente usate in tal senso sono I'ISH e IHE)forme sistemiche sono caratterizzate dal
riscontro del patogeno a livello di piu di un tdsslinfoide o un tessuto linfoide e almeno un
organo o di due o piu organi. Vice versa se unadi@\presenza di antigene virale & associato
solo ad un particolare organo o sistema alloraicside nell’ambito delle forme localizzate
(Opriessnig et al., 2007b). Nella pratica di alleeato il problema clinico riscontrato nel
singolo individuo risulta secondario se comparaimatesto generale del gruppo. E nuovamente
necessario ricordare come diagnosi di PCVD in dirggomali possa essere fatta in aziende con
ottime performances produttive. La distinzione frapresenza di casi sporadici di PCVD e
condizioni che rappresentino un problema a livallio allevamento € quindi necessaria.
Nell’'ambito del “The Control of Porcine Circovirliseases (PCVDs): Towards Improved Food
Quality and Safety (Sixth framework programme)” costati proposti alcuni criteri per la
diagnosi di PMWS a livello di allevamento. In primoogo deve essere riscontrato un
incremento della mortalita, definito come: (1) leepenza di mortalita maggiore uguale ai livelli
storici piu 1,66 SD, (II) mortalita significativamie maggiore riscontrata tramite Test del chi-
quadrato, (lll) in assenza di dati storici si puansiderare indicativo di PMWS una mortalita
superiore del 50% rispetto ai livelli regionali @aonali. In seguito allesame anatomo-
istopatologico, eseguito su almeno cinque sogde&tiievamento & considerato positivo quando

sintomi, lesioni macroscopiche e istopatologictdidative, sono tutte riscontrate in almeno uno
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dei soggetti. In altre parole quando la diagno$\WS conseguita usando i criteri individuali e
ottenuta in almeno 1/5 dei soggetti. Considerazestremamente simili sono state tratte in
generale considerando le PCVD nel loro complesstti Balvi i criteri inerenti la mortalita,
'unico elemento di divergenza e rappresentatoadploporzione di singoli soggetti affetti
necessaria a considerare PCVD un problema a livdillallevamento. Sussiste infatti una
discrepanza che appare tuttavia logica essend®I&W$ un sottoinsieme delle PCVD. Nello
specifico PCVD viene diagnosticato a livello dieathmento qualora risultino positivi il 50% dei
soggetti facenti parte di un campione significatidell’allevamento. Conseguentemente se
PCVD vengono diagnosticate in meno del 50% dei sthgg se non si assiste a significative
variazioni nella mortalita aziendale si devono édasare sporadici i casi rilevati (Opriessnig et
al., 2007b; Gillespie et al., 2009).

Di seguito viene proposta una breve disamina dedidalita diagnostiche utilizzate.

4.1.1. Diagnosi clinica e anatomoistopatologica

Vengono qui descritti solamente alcuni elementinificativi;, per una descrizione piu
approfondita della sintomatologia e delle lesioallen singole sindromi si rimanda ai capitoli
specificatamente dedicati. In sintesi i segni climiscontrati con maggiore frequenza risultano
essere dimagrimento (98,1%), inappetenza (90,4%liarrea (77,2%), dispnea (75,1%),
linfoadenopatia (44,8%), ittero (37,1) e morte 896) (Gillespie et al., 2009).
Macroscopicamente € possibile evidenziare diveigadogie di lesioni come riportato nella
tab. 6. Per quanto concerne l'istologia si ricoidaparticolare il caratteristico quadro di
deplezione linfocitaria associato ad inflammazigmanulomatosa nei tessuti linfoidi. Risulta
inoltre indicativo il riscontro di cellule sincidiae la presenza di corpi inclusi. Diversi autori
hanno proposto degli “scoring system” implicanéistegnazione di un punteggio proporzionale
alla gravita delle lesioni macroscopiche e micrpsdoe. Questi, sommati allo score inerente

I'IHC, consentirebbe la classificazione della gtadei casi di PCVD (tab. 12).

0 1 2 3
Lieve con perdita Grave con perdita
Deplezione linfocitaria Assente globale di moderata della struttura
cellularita follicolare

Inflammazione istiocitara- Grave, sostituisce

| Assente Lieve Moderata la struttura dei
granulomatosa follicoli
Antigene PCV2

(percentuale dei follicoli linfoidi | Agante Meno del 10% Frail 10%-50%| Piu del 50%

che presentano cellule positive
all'lHC)

Tab. 12. Scoring system inerente la gravita dellesioni nel sistema linfoide e il quantitativo di atigene
presente (Opriessnig et al., 2007b).

48



Tuttavia questi risultano utili principalmente aiifsperimentali e difficilmente realizzabili nella
pratica clinica (Opriessnig et al.,, 2007b; Krakowle al.,, 2007). La mancanza di
standardizzazione dei protocolli e dei punteggiegsati rende estremamente complessa la

comparazione fra i diversi casi.

4.1.2. Sierologia

I livelli estremamente alti di prevalenza dell'infene e I'evidenza che soggetti infettatisi, e
quindi sieropositivi, possono non presentare siatotogia rappresenta un forte limite di queste
tecniche. La sierologia risulta utile se utilizzathlivello di allevamento per determinare il
timing dell'infezione tramite studi longitudinali wasversali sulla popolazione. Risulta inoltre
utile al fine di definire gli allevamenti PCV2 freemonitorarne lo stato.

Indirect immunofluorescent antibody assay (IFA).E un test rapido ed economico che si basa
sul riconoscimento di PCV2 in coltura da parte sleto in esame i cui anticorpi vengono poi
evidenziati da anti-gammaglobuline marcate con sediubrescenti. La necessita di coltivare
cellule infettate con PCV2, procedura relativamepriablematica in virtu del ciclo replicativo
lento e della necessita di indurre la mitosi neéitule in coltura, é stata superata dall’utiliziio
singole proteine virali (ORF2) espresse in vetteuicarioti. In aggiunta si & ottenuta una
specificita del 100% e una sensibilita quasi dopsipetto alla precedente metodologia (Racine
et al., 2004). Tuttavia, trattandosi di una metadion automatizzata e operatore dipendente,
richiede la presenza di personale esperto e debitEnformato e risulta quindi di difficile
gestione per diversi laboratori. Inoltre viene dédagta eccessivamente lenta qualora si renda
necessario lo sceening di un numero elevato di mam@Valker et al., 2000).

Immunoperoxidase monolayer assay (IPMA).Concettualmente simile alllFA con la
differenza che I'anticorpo secondario € marcato wwa perossidasi. Anche per quanto concerne
vantaggi e svantaggi tende a rispecchiare il quaetmeato per I'IlFA sebbene generalmente
permetta di ottenere titoli anticorpali piu elevdta comparazione fra i risultati ottenuti da
laboratori europei e canadesi su 20 sieri ha exidemun’elevata variabilita inter-laboratorio sia
per IFA che per IPMA (Opriessnig et al., 2007b).

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA).L’'uso di tecniche ELISA indiretta permette
di ovviare a molti dei problemi sopra citati e @atisce un’elevata sensibilita. La possibilita di
automatizzazione risulta vantaggiosa sia in terrdintempo che di oggettivita del risultato,
limitando i “bias” connaturati all'interpretaziordell'lFA e dellIPMA. Recentemente é stata
descritta (Yin et al., 2010) una ELISA basata sa proteina ricombinate solubile costituita da
ORF2 fusa a GST espressalklaoli. | vantaggi di questa metodica sono molteplicipfimo

luogo un aumento della specificita conseguenzdatie che e stata riscontrata una certa cross-
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reattivita delle protein®epdi PCV1 e 2 e quindi del virus in toto. Al conimala proteinaCap,
oltre a rappresentare il maggior determinante anic®, si € dimostrata un antigene tipo
specifico. In secondo luogo e possibile produraatigene facilmente, in breve tempo ed a costi
ridotti. Negli ultimi anni sono stati messi in corarnio kit ELISA IgM o IgG specifici. Cio
risulta utile al fine di determinare il timing daiffezione. Sebbene con una certa
approssimazione, e stato possibile individuareedstegorie di infezione: IgM>IgG fasi precoci
dell'infezione (all'incirca entro 20gg), IgM<IgG fezione attiva (fra 20 e 50 giorni circa), IgM
negativo e titoli elevati di IgG infezione nellesfaardive o in risoluzione.

Siero neutralizzazione.Si e precedentemente discusso sul fondamentale swalto dagli
anticorpi neutralizzanti nell’ambito della clearanarale e della protezione offerta nei confronti
dello sviluppo della malattia. Il test si basa famentalmente sulla capacita del siero, a diverse
diluizioni, mescolato con titoli virali noti, di ihire I'infezione di colture cellulari incubate con
detta miscela. Poiché PCV2 non induce alcun effattpatico I'avvenuta infezione deve essere
dimostrata con FA o con I'immunoperossidasi. Olrdimiti di queste tecniche e necessario
aggiungere i problemi correlati alla disponibildalle colture cellulari e alla necessita di pre-
trattarle al fine di sincronizzarne i cicli cellulaln aggiunta é stato dimostrato come gli anficor
neutralizzanti siano indotti lentamente e risultenadenziabili con le metodiche classiche solo
tardivamente. E stata quindi proposto un test dafamaggiore sensibilitd che pud supplire le
mancanze della metodica classica nelle prime fa$irdezione, dimostrando lo sviluppo della
risposta gia 10 DPI (Meerts et al., 2006). Linseendi questi elementi rende la

sieroneutralizzazione difficile e poco pratica daguire.

4.1.3. ldentificazione virale e degli antigeni

Immunoistichimica (IHC). L'IHC utilizza anticorpi monoclonali o policlonaper rilevare gli
antigeni di PCV2 su sezioni di tessuto fissatednmialina. Tipicamente vengono combianti
anticorpi primari PCV2 specifici e anticorpi antitecorpi primari marcati. Assieme all'lSH
rappresenta il gold standard per la diagnosi di BAN quanto permette di dimostrare la
presenza di PCV2 associato alla lesione. In agagiuhversi studi hanno evidenziato una
correlazione positiva fra la quantita di antigemespnte e la gravita delle lesioni e della
sintomatologia clinica (Karkowka et al., 2005). i8figativa € altresi la possibilita, combinando i
risultati dell'istologia a quelli dell'lHC, di otteere delle informazioni sullo stadio dell’infezione
(tab. 13).
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Acuta Sub-acuta Cronica In risoluzione
(7-14DPI) (10-21DPI) (21-28DPI) (28-49DPI)

Deplezione 0-1 2-3 3 2-3
Inflammazioneg 0-1 1 2-3 2-3
AntigenePCVZ 3 3 2-3 0-1

Tab. 13. Tratta da Opriessnig et al., 2007b. Stimalel timing dell'infezione sulla base di deplezione
linfocitaria, inflammazione granulomatosa e presera di antigenene virale nell'ambito del tessuto lirdide.

L’antigene (e il DNA) e frequentemente identifidabinel citoplasma di istiociti, cellule giganti
multinucleate ed in generale in cellule della lin@@nocito/macrofagica e dendritica. Piu
raramente si riscontrano, anche nel nucleo, nékp respiratorio, renale, enterico e
pancreatico, nell’endotelio vasale, nei linfocitel fegato e nella muscolatura liscia (Segalés et
al., 2004b). Per quanto concerne i feti il tessdi®ezione €& rappresentato dal miocardio,
sebbene, con il progredire della gestazione fiterascita, sviluppino progressivamente quadri
piu simili a quelli appena descritti (Sanchez et 2003; Madson et al., 2009b). L'IHC fornisce
una colorazione piu intensa ed e considerata pisilsiie ma meno specifica dell'lSH (Gillespie
et al., 2009). E tuttavia necessario sottolinearaenello studio di riferimento (McNeilly et al.,
1999) sia stata sfruttata una sonda per PCV1. Wnreiente lavoro ha difatti evidenziato
un’opposta tendenza per quanto concerne la sdtssibdélle metodiche (Kim et al., 2004a).
Attualmente sia I'lSH che I'HC risultano in gradio, particolare quando rivolte verso ORF2 o
la corrispondente proteina, di discriminare fra R@/2 (Chae et al., 2004; Ha et al., 2005).
Senza entrare nel dettaglio, I'lHC risulta moltmsbile nella diagnosi di PCVD mentre questo
parametro risulta minore per I'evidenziazione dididitoli di PCV2. E stato infatti determinato
che sono necessari circa®ICV2 ogni 500ng di DNA per ottenere una coloragigisibile in

IHC (Brunborg et al., 2004).

Isolamento virale. Sebbene diverse colture cellulari possono sostdaereplicazione di PCV2

le piu frequentemente usate risultano le cellule1BK Queste possono essere inoculate con
successo con fluidi corporei o con omogenati dsuts Il trattamento con glucosammina si e
rivelato efficace nell'incrementare la replicazionegle. L’assenza di un effetto citopatico rende
impossibile determinare direttamente I'esito dst &d € quindi necessario ricorrere all'lFA/FA
o allIPMA. Questa metodica non viene eseguitainantamente essendo dispendiosa in termini
di tempo e non sempre efficiente poiché per lareaizzazione € necessario disporre di virioni
vitali. Condizioni e tempi di trasporto non adeguwatenomeni di autolisi nei campioni possono
diminuire le probabilita di successo. Potenzialmaaqiesta tecnica puo essere sfruttata anche ai
fini della quantificazione del titolo virale ino@ando PK-15 con diluizioni seriali del campione

considerato (Krakowka et al., 2005).
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IFA/FA su sezioni di tessuto.Questa tecnica sfrutta anticorpi monoclonali oiseri per
rilevare antigeni virali su sezioni di tessuto celagp. Questi possono essere direttamente
marcati (FA) o venir rilevati da immunoglobuline roate rivolte contro gli anticorpi primari
(IFA). Pur essendo rapido non viene molto usatauanto non permette di associare con
adeguata sicurezza lI'antigene alla lesione e fFgnetazione risulta relativamente soggettiva.
Antigen-capture ELISA. Sono state descritte tecniche di antigen-captli&A eseguite su
omogenato di tessuto ed i risultati si sono rivelamparabili all’isolameto virale quantitativo e
all'lHC. Tuttavia e evidente come questa metod@agin permetta un’associazione diretta fra il
riscontro dell'antigene e la lesione.

Microscopia elettronica (ME). La ME & una tecnica molto dispendiosa in terminiechpo e
denaro, richiede personale specializzato e presenga bassa sensibilita. In aggiunta non
permette una precisa identificazione di specie mknsente l'osservazione di particelle
Circovirus-like. Da tutto cio si puo intuire comessanzialmente non si faccia uso di questa

metodica se non in un numero limitato di studi spentali.

4.1.4. Rilevamento degli acidi nucleici

In situ hybridization (ISH). L'ISH utilizza delle sonde a DNA marcate, tipicarteercon
digoxigenin-dUTP (Kim et al., 2003a), corrispondemispecifiche porzioni del genoma virale.
Queste sono in genere rappresentate da tratti #20MRconsiderazione del fatto che 'omologia
di sequenza rispetto a PCV1 e minore. L’interazivie@e poi palesata sfruttando la reazione di
anticorpi primari e successivamente secondari riarCame I''HC permette di visualizzare
PCV2 contestualmente alla lesione. E tuttavia pilssiiscontrare una serie di problematiche
che possono interferire con la sensibilita diagnast_a prolungata fissazione in formalina dei
tessuti pud determinare un estesa rete di crossdiegroteici che potrebbe ostacolare 'accesso
della sonda al DNA. Per ovviare a ci0 € stato ommato un pre-trattamento basato sulla
digestione del tessuto con proteinasi K e succassposizione a variazioni termiche mediante
'uso di un termociclatore. Un ulteriore limite appresentato dalla possibilita che il genoma
virale si degradi nel tempo, esitando in una miraffaita di legame (McNeilly et al., 1999).
Tuttavia I'lSH e stata utilizzata con successotutdsretrospettivi effettuati su campioni risalenti
sino al 1962 (Jacobsen et al.,, 2009), sminuendadguiimportanza di questo fattore. In
definitiva i principali punti a sfavore rispetto’B®HC sono rappresentati dai maggiori costi e
dalla maggiore complessita tecnica della sua esmweiZHa et al., 2005).

Polymerase chain reaction (PCR).Sono stati descritti diversi protocolli diagnostiocasati
sull'uso della PCR. Per brevita ci limiteremo qubmevi considerazioni, rimandando per un
maggior approfondimento sulla metodica al capittéddicato. Oltre alla PCR classica sono state
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proposte diverse varianti: 1) multiplex PCR, rivkia verso altri patogeni che verso controlli
interni; 11) nested PCR, finalizzate a rilevare la@cquantita estremamente basse di DNA,
incrementando la sensibilita della metodica; llljltiplex-nested PCR; V) real-time PCR, in
grado di quantificare il numero di copie di genowieale presente nel tessuto. Ulteriori
metodiche sono rappresentate dalla RT-PCR e dadlaime RT-PCR, finalizzate a evidenziare

I trascritti PCV2 specifici riscontrabili nelle ¢elle e nei tessuti solamente in presenza di
un’attiva replicazione virale (Yu et al., 2005; ¥ual., 2007b). Molte delle considerazioni fatte
per la sierologia sono riproponibili anche per @RP La maggior parte degli animali vengono a
contatto con PCV2 nel corso della loro vita subendinfezione, spesso di lunga durata, del
tutto asintomatica. Ne consegue che sotto questtopli vista la PCR possa essere considerata
addirittura troppo sensibile (Opriessnig et alQ2) e quindi dotata di scarso significato se non
consapevolmente interpretata. Le comuni metodich&C&R non possono quindi rimpiazzare da
sole la diagnostica clinica e microscopica, puepdb supportarle evidenziando la presenza di
PCV2 nel tessuto presentante lesioni compatidéi BCVD (Chae et al., 2004). Le metodiche
quantitative rappresentano una significativa ecseziessendo stato individuato un valore
predittivo dei titoli virali riscontrati nei tesswg nel siero sull’esito clinico dell'infezione (@dra

et al., 2004; Brunborg et al., 2004; Krakowka et 2005; Segalés et al., 2005b; Mclintosh et al.,
2009). L'uso di real-time PCR permette di differiame quindi le infezioni da PCV2 rispetto alle
PCVD sulla base della quantita di PCV2 presente.

4.1.5. Caratterizzazione di PCV2

Restriction fragment length polymorphism (RFLP). L'uso di diversi enzimi di restrizione
riconoscenti diverse sequenze nucleotidiche peendtirilevare la presenza di polimorfismi
genetici. Un diverso genoma determina una differgussibilitd di azione di questi enzimi e
conseguentemente la formazione di segmenti di DNAli¢ersa lunghezza che, come tali,
risultano facilmente differenziabili mediante corskettroforetica su gel di agarosio. Questa
metodica, sebbene talvolta utilizzata con profjttome da Carman et al., 2008) appare limitata
in considerazione del fatto che differenze nellgue®za nucleotidica possono interessare anche
regioni diverse dai siti di restrizione, permetterglindi solo una grossolana categorizzazione
degli isolati. Particolare attenzione deve quirstieze posta nell'interpretazione dei risultati.
Sequenziamento. L’'analisi della sequenza nucleotidica permette upal raffinata
classificazione dei diversi isolati nonché la ricosione di alberi filogenetici (Olvera et al.,
2007; Dupont et al., 2008; Timmusk et al., 2008thFet al., 2009). Date le conoscenze attuali
ci0 risulta particolarmente utile ai fini epidenugici, per monitorare l'evoluzione e le
dinamiche della diffusione virale. Come precedemet® riportato alcune informazioni iniziano
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ad emergere in merito alla relazione fra genomalevie virulenza. Sebbene allo stato attuale le
informazioni a nostra disposizione siano ancora ahewoli, il progredire della conoscenza
potrebbe incrementare le potenzialita di questai¢dac (Opriessnig et al., 2007b; Grau-Roma et
al., 2010).
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§. PREVENZIONE E CONTROLLO

Fin dalla loro comparsa le PCVD hanno determinajoificative perdite economiche. Stime
inerenti alle sole PMWS e PNDS hanno evidenziatmecaun incremento protratto delle
mortalitd post-svezzamento al 20% si traduca iraumento dei costi fino a 12,6 fr suino
venduto (al peso di 95 Kg). Il che corrisponderaac27500 € annui ogni 100 scrofe, stimando
22 suinetti venduti per scrofa all’anno. L'incren@mlei costi si compone essenzialmente dei
costi diretti legati alla mortalita, dei costi drogluzione precedenti alla morte, dei costi di
trattamento e degli effetti sulla produzione (viestenato un peggioramento degli indici di
conversione alimentare di 0,2 punti ed un incremelat giorni di allevamento necessari prima
della macellazione fino a 21 gg) (MEAT AND LIVEST®CCOMMISSION-April 2002).
Queste stime non tengono tuttavia conto delle aitndromi PCV2 indotte, in particolare dei
disordini riproduttivi, nonché dei costi aggiuntieidelle complicazioni gestionali necessarie a
limitarne I'impatto tramite mezzi di profilassi dita ed indiretta. Infine non viene considerato il
ruolo dei soggetti asintomatici. Sebbene alcurdigiéllan et al., 2007) non abbiano evidenziato
alcuna variazione nelle performances indotta da 2 @ltfi (Opriessnig et al., 2007a) sembrano
supportare una significativa importanza economietednfezioni subcliniche. In aggiunta ai
possibili effetti diretti € stato dimostrato il feodi questo patogeno nel diminuire I'efficacia di
altri vaccini (Opriessnig et al., 2006c), fungerlondi da fattore interferente con il controllo del
PRDC e di altre patologie. Da cio si deduce l'impora della lotta alle PCVD e, per quanto
possibile, a PCV2. La mancanza di disponibilitavdccini fino al 2004 ha incoraggiato un
ampio, sebbene non sempre proficuo, studio delkumifinalizzate a ostacolare la diffusione
del agente eziologico e contrastarne le manifestazlLa comparsa delle PCVD deve quindi
rappresentare un ulteriore stimolo per considdearsodalita di rapportarsi a queste patologie a
carattere multifattoriale. Lo studio e I'azione nmessono e non devono limitarsi al patogeno ma

mirare ad un approccio multidisciplinare che coesith salute animale nel suo complesso.

5.1. PREVENZIONE
Come piu volte evidenziato PCV2 ha circolato peniaa livello mondiale prima che se ne

sospettasse l'esistenza. Conseguentemente in ucenpeale variabile, ma pur sempre rilevante,
di allevamenti I'infezione si era ormai radicatanpa ancora che si potessero solo ipotizzare
misure di biosicurezza mirate a evitarne l'ingressazienda. In aggiunta I'elevata prevalenza,
la resistenza virale, il carattere tipicamente tasmatico dell’infezione e la lunga durata

dell’escrezione virale rendono assai arduo il namento dell’indennita o quantomeno il
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contrastare l'ingresso di nuovi ceppi. | princi@ngrali non sono sostanzialmente dissimili da
quelli che devono essere rispettati nei confront@ltti patogeni. Gia in fase di progettazione
dovrebbero essere previsti una serie di requiditittarali finalizzati sia ad ostacolare
direttamente la penetrazione dei patogeni in atfergo sia a rendere piu agevoli le diverse
procedure che il perseguimento di questo fine ilp@ovrebbe essere scelta un’area a scarsa
densita di allevamento suino (e stato evidenziaeoun’azienda ha nove volte piu probabilita di
essere interessata da PCVD in presenza di urealigada infetta nel raggio di 3 Km), I'azienda
dovrebbe essere separata dall’esterno a mezzoinizi@ni e cancelli, dovrebbero essere previste
apposite aree di carico e scarico per animali, ealtme altri prodotti, preferenzialmente esterne
all'allevamento, facilmente pulibili e disinfettéibiSempre esterne all’allevamento dovrebbero
essere previste delle strutture per le misure quamarie. Di ancora maggior rilievo risultano gli
aspetti gestionali. Questi si concretizzano sosiimente nell’agire nei confronti di tutti i
potenziali veicoli di trasmissione diretta ed imdia, minimizzando i rischi inevitabilmente
associati alle movimentazioni verso l'interno esterno dell’'azienda. E ovviamente necessario
garantirsi importazioni (animali da ingrasso, settsf, seme ecc.) solamente da allevamenti di
cui si conosca e verifichi, anche tramite esamiammone, lo stato sanitario. Per quanto
concerne i possibili vettori di trasmissione inttieiee necessario agire sulla pulizia e disinfezione
dei locali, sulligiene e abbigliamento del perslengpulizia/cambio di stivali e vestiario,
presenza di docce, divieto di frequentare altevamenti suini e di portare alimenti di origine
suina in azienda ecc). Analoghe misure di bioskzaeandrebbero attuate per tutti i visitatori
dell'allevamento. Devono essere stabiliti appasitierari e protocolli per limitare il rischio di
introduzione del patogeno tramite i mezzi di tragpoDevono inoltre essere previsti efficaci
sistemi di lotta a vettori animali quali insettgtti, uccelli e animali selvatici, con particolare
riferimento al cinghiale nelle aree ove questa feyone €& presente (MEAT AND
LIVESTOCK COMMISSION-April 2002).

5.2. CONTROLLO
La necessita di convivere con linfezione limitandoi danni rappresenta indubbiamente il

guadro piu comune con cui allevatori e veterinasiaho confrontarsi. L'introduzione di vaccini
efficaci ha fornito un importante strumento di &timplicante tuttavia la presenza di costi
addizionali. Uno degli aspetti piu delicati in taénso risulta valutare gli effettivi benefici
conseguenti alla scelta di vaccinare in considerazidel trascurabile impatto di PCV2 che
spesso si riscontra in aziende in cui vigano bumrelizioni di igiene ed una valida gestione.
L’evidenza che attualmente molti allevamenti siamgyrado di vivere “in pace” anche con i

ceppi considerati piu virulenti pone l'accento aufiecessita di un approccio razionalmente
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fondato sull’analisi del rapporto costo beneficilla scelta delle strategie di intervento e delle
energie da allocare su ciascuna di queste (Madaic, &08). Questo dovra essere definito caso
per caso in funzione del contesto epidemiologiceljadtipologia aziendale e delle risorse

finanziarie, strutturali e umane disponibili.

5.2.1. Interventi gestionali

Il carattere multifattoriale di queste sindromiihdotto a dare molto peso a questa modalita di
azione che, in estrema sintesi, si concretizza conzgtendenza a istituire buone pratiche di
allevamento che minimizzino lo stress, la presetizeoinfezioni e altri fattori di rischio che
interferiscono a vario titolo con il sistema immuanio, determinando la progressione
dell'infezione a PCVD. Madec nel 2001 propose isicdetto “20 point plan” per il controllo
delle PCVD. A queste ci si e ispirati nel redigdee cosiddette quattro regole auree
(www.thepigsite.com): 1) limitare il contatto frai ganimali, II) ridurre lo stress, lll) elevati
standard d’igiene, IV) nutrizione adeguata (tah. 14

La consapevolezza delle difficolta intrinsecamdatmate all’attuazione di tali regole ha portato,
nel rispetto dei principi sopraccitati, a un ultee classificazione, in senso gerarchico, delle
azioni da intraprendere (tab. 15; tab. 16; tab. 17)

Regola Spiegazione
- . Con cio si intende limitare sia il contatto direttee indiretto, a
Limitare il contatto| . . cee - o
I f . fine di ostacolare la diffusione del patogeno fareli dello
ra suini . : o R )
stesso gruppo, di gruppi contigui o distanti.
Animali stressati sono piu suscettibili alle magatbfettive in
virtu del noto effetto negativo sul sistema immarid e in
generale sulle capacita di omeostasi dell'individaauesto
Il Limitare gli stress | contesto I'accezione di stress non comprende solo |
componente fisica o etologica ma anche la sovra@poe a
microrganismi che pud determinare una eccessivateagta
attivazione del sistema immunitario stesso.
Elevati standard d Rappres_en'tano_un'elemento c.hlav.e nel cor)trastqi_rwnmolare
1] la trasmissione indiretta fra animali separatidra sia

igiene .
spazialmente che temporalmente.
Una nutrizione adeguata e fondamentale non soltapeescita
ma anche per un corretto sviluppo e mantenimerita de
i funzionalita del sistema immunitario. Particolateazione
Nutrizione

v adequata viene riservata alla somministrazione di anti-osstde
9 coniugati dell’acido linoleico (Grau-Roma et al01®). In tale
contesto rientra anche la necessita di garantiexlaguata

assunzione di colostro nelle prime ore di vita.
Tab. 14. Modificato da MEAT AND LIVESTOCK COMMISSIO N-April 2002
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MISURE CHE DEVONO ESSERE ATTUATE

colostro

AZIONE REGOLA | NOTE
All-in/all-out |
Accurata pulizia e I
disinfezione
Limitare il I, 1l Il imescolameto aumenta il contatto fra animaliégfdnte di
rimescolamento stress
Assunzione di un’adeguata quantita di colostro ipdssente
entro le 6h, in ogni caso entro le 24h. Viene psdpduso
Buona gestione del| IV del Litter Swappingdopo 3-12h (per permettere alla nidiat

di poppare almeno una volta dalla madre naturdl@edi
aumentare le probabilita dei suinetti di riceveteguati
anticorpi anti-PCV2.

[

Non effettuare
cross-fosteringlopo
le 24h

Paratie di
separazione fra i
box “piene”
(svezzamento,
ingrasso,
finissaggio)

Finalizzato a prevenire il contatto grugno a grog

Bassa densita di
allevamento

Svezzamento: 3suinettifm
Ingrasso/Finissaggio:> 0,75fauino

Tab. 15. Modificato da MEAT AND LIVESTOCK COMMISSIO N-April 2002
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MISURE CHE DOVREBBERO ESSERE APPLICATE

AZIONE REGOLA | NOTE
Aumentare I'accesso
alle mangiatoie in |1, IV Raccomandati almento 7cm per suinetto

svezzamento

Elevato controllo su
temperatura e
ventilazione

Basse temperature sono fonte di stress e depressabn
sistema immunitario

Ridurre la
numerosita nel box

Raccomandati max 13 suinetti per box o urdiata per box

Evitare il taglio dei
denti

Facilita trasmissione della patologia (se ineviwakd punto
seguente)

Mettere in atto strett
misure di igiene

Nell’ambito di: taglio della coda/denti/castrazioin@ezioni.
Usare strumenti monouso/sterilizzati. Usare struaren
diverso per ogni unita (specialmente sala part@vétere
vaschette in ingresso per la disinfezione delleatate

Immunostimolazioné
della scrofa

Incremento dell'immunita passiva di origine colagtr
ottenibile con vaccinazione (Pejsak et al., 20p@)posta in
passato anche esposizione a patogeno fra 80-90gg di
gravidanza (molto discusso)

Box ospedale- pront
rimozione dei
soggetti malati

a

Redigere un
protocollo di
gestione dei soggett
malati

Definire quando un soggetto deve essere eutan&sieda
tempi concessi per la remissione dei sintomi ealipero.

Gestione adeguata |

degli animali morti

Stoccaggio in una zona isolata dell’allevamento

Tab. 16. Modificato da MEAT AND LIVESTOCK COMMISSIO N-April 2002
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ALTRI ELEMENTI PER | QUALI E STATO RIPORTATO UN EFETTO POSITIVO

AZIONE

REGOLA

NOTE

Dieta di buona qualita

I, IV

Importante in particolare nelle prime fasi per castare
lo stress conseguente allo svezzamento e il calo di
assunzione volontaria dell’alimento ad esso astmcia

Sieroterapia

Attualmente sconsigliato in quanto in contrasto icon
principi della biosicurezza. Reso obsoleto
dall'introduzione di vaccini (Grau-Roma et al., Q1

Valutare con cura la
gestione dei vaccini
contro altri patogeni
(animali da ingrasso)

Il timing delle vaccinazioni dovrebbe essere poatter
in funzione del momento in cui gli animali entrano
contatto con PCV2 al fine di minimizzare l'effetdo
immunostimolazione (Grau-Roma et al., 2010).

e scrofe

Vaccinazione scrofette

Vaccinazione contro PRRS e PPV prima del parto a
fine di aumentate i titoli anticorpali colostraillisura
discutibile, alcuni studi hanno evidenziato un effe
predisponente della vaccinazione della scrofa nei
confronti di PRRS sullo sviluppo di PCVD nei suinet

Migliorare la qualita
dell’aria

Madec propone i seguenti limiti N10ppm
C0O,<0,15%.

Minimizzare lo sviluppo di polvere.

Riduce lo sviluppo di patologie respiratorie.

Flusso d’aria adeguat
all'interno degli edifici

Riduce lo stress per il sistema respiratorio (wohtp
precedente).

Trattare
scrofette/scrofe contrg
parassiti esterni prima
del parto

Migliora le condizioni della fattrice con un effett
positivo sulla produzione di colostro e latte.

Disinfezione aerea

Ci sono scarse informazioni sulla reale efficaeia;
tuttavia pratica comune in diversi allevamenti eranin
centri di ricerca (lowa State University)

Disinfezione

dell’'acqua

Riduce la stimolazione del sistema immunitario e
migliora l'igiene

Tab. 17. Modificato da MEAT AND LIVESTOCK COMMISSIO N-April 2002
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Ulteriori suggerimenti sono stati poi riportati deversi autori parallelamente al progredire delle
conoscenze. In considerazione del fatto che € sfaietata I'influenza della razza e delle linee
genetiche come fattori di rischio, la sostituziates verri & stata chiamata in causa come parte
della strategia di intervento nelle situazioni piitiche. Recentissimi studi hanno enfatizzato i
benefici conseguenti alla somministrazione di pasuino atomizzato, in particolare durante la
fase di svezzamento, in termini di riduzione deflartalita e dei costi associati a PCVD. La
presenza di anticorpi contro PCV2 puo in parte gqumiee gli effetti benefici. Tuttavia un
importante ruolo viene altresi attribuito alla caifiadi modulare i fenomeni di inflammazione e
la funzionalita della barriera mucosale a livelidestinale (Pujols et al., 2011). Parallelamente,
questo ed altri studi, hanno dimostrato come i @sscproduttivi siano in grado di rendere non
infettive le particelle virali che pur sono riscaatiili nel plasma con metodiche di PCR.

Scarsa attenzione, almeno sotto il profilo speriaené stata finora dedicata ad altre strategie di
intervento quali un’accurata organizzazione del HMilpw e [l'utilizzo di strategie di
acclimatamento delle scrofette (Calsamiglia et28lQ7). Un maggior approfondimento, qualora
fosse seguito da risultati incoraggianti, potreblsppresentare un ulteriore incentivo
all'attuazione di strategie in grado di determinare miglioramento dello stato sanitario
dell'allevamento nel suo complesso, limitando quirgla direttamente che indirettamente,
I'incidenza delle PCVD.

5.2.2. Vaccini

La progressiva comparsa sul mercato, a partirdadl, di vaccini commerciali ha fornito un
fondamentale strumento di lotta nei confronti PCVWiditando la sintomatologia nonché la
circolazione virale. L’introduzione di vaccini effici ha definitivamente reso obsoleta la pratica
della sieroterapia, assai rischiosa in terminrasmissione di altri patogeni ed in contrasto con i
principi della biosicurezza.

L’efficacia di questi prodotti commerciali ne hateleninato un rapida e ampia diffusione
portando, anche nel contesto italiano, a una dinime della prevalenza dell'infezione e delle
sue manifestazioni (Schiavon Eliana-Comunicazionersgnale). E tuttavia necessario
sottolineare nuovamente l'importanza di non cedgie tentazione di delegare interamente ai
vaccini la “gestione” delle patologie di originefattiva ma di associarvi un’adeguato
management dell’allevamento secondo i principi bneente elencati nel capitolo precedente.
Attualmente sono disponibili cinque vaccini: Cireoc® (Merial S.A.S.,Lyon, France),
Ingelvac® CircoFLEX (Boehringer Ingelheim,Ingelhéiein, Germany), Suvaxyn® PCV2
(FortDodge Animal Health Limited, Southampton, @ditkingdom), Porcilis® PCV (Intervet
International BV, BoxmeerNetherlands), e il Circcent® PCV (Intervet/Schering-Plough
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Animal Health, Millsboro, USA). E facile constatazeme I'elemento condiviso da tutti i vaccini

commercializzati € la presenza @ap (ORF2); cid consegue al ruolo prioritario che daes

proteina svolge nell'induzione della risposta si@ouale che cellulo-mediata (tab. 18).

Tab. 18. Schema riassuntivo dei vaccini commerciakemte disponibili. Opriessnig et al.,2007b; Kekaraian
et al., 2010; Kristensen et al., 2011; www. pronariofarmaceutico.it

IMMUNIZZAZIONE SUINETTI .
L'immunizzazione attiva dei suinetti nelle primesifali vita da risultati assai soddisfacenti. E

ne.

Prodotto Antigene Registrato per Posologia
SCROFE E SCROFETTE
IM
Vaccinazione primaria:2mL ripetuta dopo 3-4 sett e
. : . | al massimo due settimane prima dell'inseminazig
A Femmine saneineta | . | . . . . .
PCV2 inattivato | . e Richiamo: al massimo due settimane prima del
. . . riproduttiva;
Circovac® adiuvato in L parto.
. Suinetti dalle 3 . L
veicolo oleoso . C Scrofe: due iniezioni da 2 mL separate da 3-4
settimane di vita . AV . .
settimane di cui l'ultima precedente il parto di
almeno due settimane.
SUINETTI:
0,5mL IM. Dose singola
Proteina Cap
Ingelvac® espressa in Suinetti sani a partire .
CircoFLEX baculovirus dalle 3 settimane di vita1 ml IM. Dose singola
inattivato
Chimera PCV1-
PCV2 inattivato
(genoma di .
Suvaxyn® PCV1 ad Suinetti sani a partire (Z)mllzlr\/el. Dose singola
PCV2 eccezione dalle 4 settimane di vita2PP . .
, 1mL IM. Due dosi separate da 3 settimane
dellORF2
ottenuta da
PCV2)
Proteina Cap
Porcilis® pcy| E3Pressain Su.|nett_| sani a partire 2 mL IM. Due dosi separate da 2-3 settimane
baculovirus dai 3 giorni di vita
inattivato
: Proteina (_Zap S . : 2mL IM. Due dosi separate da 3 settimane.
Circumvent® |espressa in Suinetti sani a partire . o o : )
: , . ~..| Se usato in animali destinati alla riproduzione va
PCV baculovirus dalle 3 settimane di vita . !
S ripetuto due volte all’anno.
inattivato
E stato riportato I'uso di vaccini stabulogeni pegti a partire da omogenati di polmone o tessofoitle e
inattivati in formaldeide al 2%. Tuttavia attualne® una pratica scarsamente usata (Opriessnlig 20@7b).

stato dimostrato sia in condizioni sperimentali aheondizioni di campo che la vaccinazione

determina una diminuzione significativa nella ptemaa, nella durata e nei livelli di viremia cui

si associa un decremento delle lesioni e dellaepms di antigeni o acidi nucleici virali

riscontrabili nei diversi tessuti (Kixmoller et aR008). Cio si riverbera nell’ambito clinico in

una netta diminuzione della morbilitd, della gravidelle manifestazioni cliniche e della

mortalita. E stato dimostrato come la probabilitam animale vaccinato con una singola dose di

Porcilis® PCV di presentare PCVD diminuisca di aodiolte. Concordemente a cio i titoli

riscontrati a livello sierico si mantengono tipicamee al di sotto della soglia considerata critica
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per lo sviluppo di PCVD (10 copie/mL) (Martelli et al., 2011). Anche in presandi
concomitanti infezioni, le quali usualmente deteramo un’esacerbazione della patologia,
'immunizzazione si e rivelata protettiva (Opriesggat al., 2009a; Shen et al., 2010a; Lyoo et al.,
2011). Sotto il profilo delle performances di cits@ stato dimostrato, sebbene vi sia una certa
variabilita nelle stime, un aumento dell'incremeptinderale medio giornaliero stimato in 10.6
g/giorno e 41,5 g/giorno durante la fase di svezardme ingrasso, rispettivamente (Kristensen
et al., 2011). Parte del beneficio potrebbe esa#éréuibile non solo all’effetto diretto nei
confronti di PCV2 ma anche al successivo venir nagibazione immunosoppressiva da questo
indotta. Studi inerenti all’efficacia dell'espresse di ORF2 in un vettore baculovirus
(Ingelvac®circoFLEX) hanno evidenziato una dimirar@ della prevalenza di alcuni patogeni
(PRRS eM. hyorhinig nonché della presenza di infezioni multiple alliv polmonare negli
animali trattati rispetto ai controlli (Kixmollett @l., 2007). La combinazione di questi due effetti
viene anche addotta come possibile spiegazionevdetaggi dati dalla vaccinazione in
allevamenti indenni da PCVD (ma non da PCV2) (Gyamgg et al., 2007a; King et al., 2008;
Pejsak et al., 2010). L’effetto protettivo dipenda piu fattori. Il piu ovvio di questi e
rappresentato dallo sviluppo di una risposta aree principalmente nei confronti Gap. In
qguesta € compreso lo sviluppo di un titolo sigaifico di anticorpi neutralizzanti che, come
precedentemente affermato, svolgerebbero un rualdiree nella protezione dalla PCVD
(Opriessnig et al.,, 2009a; Lyoo et al., 2011). Udei principali quesiti, considerata
I'elevatissima prevalenza di sieropositivi fra &tfici, e inerente alla possibile interferenzaldeg
anticorpi materni nei confronti dello sviluppo di immunita attiva da parte del suinetto. Tultti
gli autori (Fort et al., 2008; Opriessnig et aD08; Lyoo et al., 2011; Shen et al., 2010a; Martell
et al.,, 2011) concordano nel negare l'esistenzblatiketing Parallelamente alcuni ricercatori
hanno evidenziato casi di soggetti in cui, pur potendosi riscontrare alcuna sieroconversione,
si evidenziava una resistenza all'infezione equap#e agli altri individui. Sebbene le reali
motivazioni non siano completamente note, un priddatuolo € da addursi allo sviluppo
dellimmunita cellulo mediata (Kekarainen et al01D). Martelli et al. (2011) hanno dimostrato
lo sviluppo di questa componente e, sebbene il shudlio fosse rivolto verso uno specifico
vaccino, il convolgimento diCap elemento condiviso dagli altri prodotti, fa presre
I'estendibilita di tale evidenza. A prescindere lelakonsiderazioni piu raffinate, studi
(indipendenti) comparativi e di metanalisi rilevanna sostanziale equivalenza in termini di
risultati fra i diversi vaccini (Lyoo et al., 201Kyistensen et al., 2011). Particolare rilevo ha po
la dimostrazione di una piena protezione offertacomfronti dei diversi tipi di PCV2, anche

provenienti da diverse aree geografiche. Evidentéeneebbene per la produzione di vaccini
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venga usata I'ORF2 di PCV2a gli epitopi critici termini di immunogenicitd non sono
significativamente alterati dalla diversita genatiEort et al., 2008). Oltre a quanto riportato
nella documentazione necessaria per la registrazienvaccini, altri autori si sono occupati dei
potenziali effetti collaterali dei diversi vaccisienza riscontrare, salvo talvolta una leggera
ipertermia o reazioni nel sito di inoculo, ripersiasi negative sullo stato di salute e sulle
performances degli animali (Kixmoller et al., 2008artelli et al., 2011). Sebbene questi studi
non evidenzino, nel periodo pre-esposizione a PCdifferenze significative fra soggetti
vaccinati e non, la vaccinazione € di per se stesaamanualita che presenta dei rischi e come
tale la riduzione del numero degli interventi piguitare vantaggioso. Opriessnig et al. (2009a)
ha evidenziato come non sussista un effettivo ggmbanella somministrazione di una doppia
dose, nemmeno nei casi in cui questa e prevista pasologia ufficiale. Tuttavia 'uso off-label
implica un’assunzione di responsabilita che dowseee ponderata caso per caso ed in accordo
con l'allevatore. L'ultimo elemento degno di notarappresentato dal riscontro di una netta
diminuzione dei livelli di escrezione virale nasaefecale. Pur non impedendola in senso
assoluto, la vaccinazione riduce la probabilitatrdsmissione attraverso queste vie di ben
quattordici volte (Fort et al., 2008). Ovviameni@ @ppresenta un enorme vantaggio per quanto
concerne il controllo dell'infezione, limitandonacidenza e prevalenza. Tuttavia |'effettiva
utilita di questo strumento ai fini dell'eradicaa® ed i reali costi per poter aspirare a un tale
obiettivo sono ben lungi dall’essere stimati e tatiu Ulteriori studi sarebbero necessari per
valutare la durata della copertura vaccinale catiqudare riferimento al sistema di allevamento

italiano finalizzato alla produzione del suino pesa

IMMUNIZZAZIONE SCROFE
L’evidenza del ruolo protettivo determinato dalliiminita materna nei confronti dello sviluppo

di PCVD ha spinto verso l'utilizzo della vaccinazeonegli animali da riproduzione. Il razionale
di questo protocollo € quello di proteggere i nuaati dalla massiva esposizione che puo
verificarsi nelle prime fasi di vita, in un periodio cui risultano particolarmente suscettibili in
funzione di un non pieno sviluppo del sistema imitawin. La capacita di persistenza del virus
nell'organismo, il rapido declinare del titolo amrpale materno e la presenza di altri fattori di
rischio possono spiegare I'elevata probabilitaatjgetti nati da madri viremiche e/o con bassi
titoli anticorpali di sviluppare PCVD durante lardovita (Calsamiglia et al., 2007). La
vaccinazione delle scrofe permette di agire suaemtr questi punti: da un lato determina una
diminuzione dei livelli di escrezione virale da fgadei soggetti adulti, dall’altro viene diminuita
la suscettibilita dei suinetti inducendo il tragfeento di una piu robusta immunita passiva. Un

ulteriore elemento a favore di questa strategizvidente vantaggio in termini gestionali. E
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infatti sufficiente vaccinare la scrofa per confefimmunita a tutta la sua progenie, evitando
nel contempo stress e manipolazioni che potreblasarire la trasmissione e lo sviluppo di altre
patologie. Ovviamente si dovranno fornire le comatiz affinché ogni soggetto possa assumere
un’adeguata quota di colostro entro il primo giodiovita. Attualmente e disponibile un solo
prodotto registrato per questa categoria di anirmatebbene in studi sperimentali siano stati
utilizzati anche altri vaccini i risultati non sorstati egualmente positivi (Opriessnig et al.,
2010). L'induzione ed il mantenimento di un’elevatamunita umorale (inclusa la presenza di
anticorpi neutralizzanti) e potenzialmente cellelahe possa essere trasferita dalle fattrici alla
progenie si € rivelata proficua, determinando urnmirdizione dell'escrezione e della
circolazione di PCV2 nella prima settimana di vitaigliorando lo stato sanitario, riducendo i
livelli di viremia e le lesioni nei suinetti. | p@metri produttivi presentano un miglioramento in
termini di incremento ponderale, peso alla macelteg, durata del periodo di ingrasso ed
efficienza di conversione alimentare del tutto camapile con quello ottenibile dalla
vaccinazione dei suinetti. Comparando vaccinazotelke scrofe e dei suinetti, pur non essendo
evidenziabile una differenza significativa nella rabta complessiva dalla nascita allo
svezzamento, e possibile riscontrare una divepatizione della stessa nei diversi periodi di
vita. L'immunitd materna determina una maggioreuzidne della mortalita pre-svezzamento
mentre la vaccinazione dei suinetti € maggiormenfigente nel successivo periodo. Cio e
spiegabile con [linevitabile declino dellimmunitgpassiva che renderebbe nuovamente
suscettibili gli animali (Martelli et al., 2011 )ttavia la scarsa divergenza fra i due gruppi anche
nel periodo post-svezzamento lascia presumere ggionracriticita delle prime fasi di vita
dell'animale e la successiva acquisizione di urgadta capacita di risposta attiva da parte del
soggetto (Pejsak et al., 2010). Ulteriori studi rddpero considerare quanto questo aspetto sia
influenzato dalle condizioni gestionali e ambiendall’allevamento. L'assenza di interferenza
fra immunita passiva e attiva, anche qualora siemeseguenza dell'utilizzo del medesimo
antigene vaccinale, rende degna di valutazioneoksipilita di vaccinare entrambi i gruppi
(Opriessnig et al., 2009a; Pejsak et al., 2010gssodciazione fra disordini riproduttivi e PCV2
ha determinato un crescente interesse sull’eficdei protocolli vaccinali nel prevenire questa
manifestazione delle PCVD. Sebbene i risultatiiancora controversi e discussi, necessitando
quindi di ulteriori approfondimenti, diverse indagihanno fornito indicazioni sull’effettivo
ruolo protettivo della vaccinazione. E stato riptotche I'immunizzazione di scrofette e scrofe
al primo e secondo ordine di parto potrebbe dimeui ritorni in estro conseguenti
all'insuccesso nell'impianto. Una diminuzione sigrativa della natimortalita e un

miglioramento del farrowing rate, associato altradi una diminuzione della mortalita pre-
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svezzamento sono state riportate da diversi aiddadson et al.,, 2009a). L’inoculazione
sperimentale in scrofe vaccinate di PCV2 sia parnasale (al 56°giorno di gestazione) che
tramite seme artificialmente contaminato ha tutadimostrato la mancanza di una completa
protezione nei confronti dell'infezione fetale. soggetti nati da madri immunizzate e stato
infatti possibile riscontrare la presenza di virgmanticorpi anti-PCV2 pre-colostrali, lesioni
istologiche e presenza di antigene virale nei tesevabile all'lHC. Inoltre pur in presenza di
anticorpi (anche neutralizzanti) sia a livello gierche colostrale non viene meno I'escrezione di
PCV2 con il colostro. Sfortunatamente negli stumppraccitati sono stati utilizzati vaccini non
registrati per i soggetti in riproduzione. Consegamente ulteriori prove sarebbero necessarie
per estendere la validita dei risultati. In conmng sebbene la PCV2-associated reproductive
failure possa risultare meno frequente, i livelliattenzione devono rimanere alti poiché, non
venendo probabilmente prevenuta l'infezione in ulevante numero di soggetti, questi
potrebbero veicolare l'infezione nelle diverse fasll'allevamento (Madson et al., 2009a;
Madson et al., 2009c¢)
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60 l‘t'PCR

6.1. INTRODUZIONE
Lo sviluppo e l'introduzione di tecniche basatel'stilizzo della biologia molecolare ha

indubbiamente fornito un prezioso strumento pepridgresso del sapere scientifico. Fra le
svariate metodiche che sono riconducibili a quedbito I'invenzione della PCR rappresenta
uno degli eventi piu ragguardevoli. Sviluppata dayKMullis nel 1983 venne pubblicata per la
prima volta nel 1985. Da allora conobbe un successscente in termini di riconoscimenti
(Major Scientific Developement- Science 1989; pierNobel per la chimica a Mullis-1993) e
pubblicazioni. Attualmente si pu0 sostanzialmentmsoderare rara I'eventualita di trovare
pubblicazioni scientifiche nelle quali la PCR naa #clusa a qualche titolo nel protocollo
sperimentale. Ovviamente I'ambito della diagnostigarobiologica non fa eccezione (Pestana
et al., 2010). Nel 2004 Kubista et al. evidenziarten tendenza, nell’ambito dei test inerenti la
rilevazione degli acidi nucleici, al netto predoinindelle metodiche basate sulla loro
amplificazione che avrebbero dovuto raggiungerglir@ni a seguire, un peso pari al 75-90%
del totale (Mackay, 2007). Un sempre maggior irggeesi sta sviluppando attorno ad una
recente evoluzione della PCR: la rt-PCR. Sebbepeinni report inerenti questa metodica
risalgano al 1992, un’esponenziale aumento neluiliazo si e sviluppato negli ultimi dieci
anni (Deepak et al., 2007; VanGuilder et al., 208) 6).
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—O— Quantitative PCR
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1st publication of PCR. Freeman et al. BioTechniques review

Discovery of PCR Zimmermann and Mannhalter BioTechniques review
1st commerical reai-time gPCR instruement
Frist high-density microarray
Initial real-time gPCR publications
mullis wins Nobel Prize for PCR

1953 Watson & Crick and Franklin & Gosling DNA papers in Nature
1975 Southern paper on DNA blotting
1977 1st description of Northern Blot

Fig. 6. Articoli in cui sono citate tecniche di PCRjuantitativa. Tratta da VanGuilder et al., 2008
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Metodiche rapide di amplificazione degli acidi reicl stanno rapidamente soppiantando i test
diagnostici tradizionali basati sul fenotipo. Misompia, cultura dei patogeni, metodiche di
rilevamento dell’antigene e sierologia sono spdsadate da scarsa sensibilitd o specificita,
necessita di avere a disposizione microrganismievixtali in elevate quantita, difficolta nel loro
isolamento e cultura, lunghi tempi di esecuziowsticelevati ed altro ancora. Di contro, I'analisi
del patrimonio genetico puo anch’essa fornire imi@zioni inerenti al fenotipo, quali fattori di
virulenza e di resistenza, oltre a permettere undipe tipizzazione dei diversi patogeni. Per
guanto concerne la tematica dei costi questa aisattbastanza complessa. Il calcolo di tale
componente non deve infatti essere limitato aii@bsttti delle singole metodiche ma dovrebbe
comprendere anche una serie di costi/benefici aggiunevitabilmente correlati ai diversi test.

| tempi e le modalitd di conservazione e traspal®d campioni, i costi dei trattamenti, il
dispendio in termini di manodopera necessariaralifizzazione dei test, la presenza di eventuali
limiti alla movimentazione in attesa di un respoersmolti altri fattori ancora sono difficilmente
guantificabili in termini pecuniari ma egualmentedeebbero considerati con attenzione.
Sebbene in veterinaria non venga tipicamente ceratio, un significativo valore e attribuito in
medicina umana alla componente emozionale, induidnge condizionata da lunghi periodi di
attesa per il responso. E comunque opinione genera la rt-PCR sia vantaggiosa in termini
economici in particolare in laboratori che eseguanoelevato numero di test, potendo cosi
ammortizzare i costi e massimizzare |'efficienzaa\ay, 2007). Ovviamente come tutte le
metodiche anche la rt-PCR presenta degli svantagggicessiva specificita puo talvolta andare a
discapito della sensibilita determinando a voltsifaegativi in presenza di minime mutazioni
del genoma. Paradossalmente anche l'eccessivébiigdiscome precedentemente accennato,
viene sovente additata come disorientante nelladtazione della diagnosi clinica. Del tutto
analoghe risultano le considerazioni inerenti @tl&pacita della metodica di discriminare fra
'agente infettivo infettante e la presenza delosohateriale genetico. Tuttavia preme
particolarmente sottolineare come questi limitigao® essere superati dalla conoscenza delle
caratteristiche di questo test diagnostico e dabli@azione di una corretta prassi diagnostica.
Questa non puo dipendere interamente dalla diaigaaditlaboratorio, dovendo ricercare in essa

complemento e non fondamento.

6.2. PRINCIPI BASE DI PCR
L’idea alla base di questa tecnologia € estremamsegmplice e consiste sostanzialmente nell’

emulare in vitro i fenomeni di replicazione del eréle genetico che avvengono in vivo.
Per questo fine viene sfruttata una coppia di prifeevi sequenze di DNA a singolo

filamento), definiti senso e anti-senso, disegnadr ibridare con orientamento 5’-3’delle
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specifiche sequenze del DNA target su entrambilamenti che lo compongono. Questi
oligonucleotidi verranno successivamente sfruttathe punto di inizio per la produzione di un
nuovo filamento di DNA complementare tramite l'aggia di desossinucleotidi da parte di
polimerasi derivate da batteri termofili. L'amptifito ottenuto servira a sua volta da stampo per
I'ibridazione da parte del primer di senso oppasta successiva replicazione. Questo processo,
ripetuto un dato numero di volte, determina un enuento, teoricamente esponenziale, del
numero di copie (ampliconi) della regione di DNAget compreso fra i due primer.

In estrema sintesi la PCR si fonda sulla ripetieiorclica di

variazioni termiche implicate nel determinare lavedsa

l (1) Denaturation

interazione fra i costituenti della reazione (fif). Ciascun ~ - |
ciclo si compone essenzialmente di tre fasi: (I3efadi 4 '-ig”’*”“ea”ng_ o+ 5
MELTING o DENATURATION, in cui 'aumento della ,‘,a Elongétuon;
temperatura oltre la \f, determina la dissociazione dt : +@ |
filamenti di DNA; (Il) fase di ANNEALING, in cui la : o0 -
temperatura viene diminuita (generalmente 5°C asatto P
$D.2a3

della Ty dei primer) permettendo ai primer di legarsi

single-strand DNA (lll) fase di EXTENSION ¢
ELONGATION, in cui la DNA-polimerasi sintetizza i

filamento di DNA complementare. La temperatura dgee

Exponential growth of short product

dalla DNA-polimerasi usata mentre il tempo necessann

Fig. 7. Principali fasi della
reazione di PCR. Tratto da

tratto che si desidera amplificare. Alcuni protdicpbssono WWW-wikipedia.org

funzione, oltre che dell'enzima, anche della luragiae del

prevedere cicli di soli due step grazie all'utiizdi DNA-polimerasi presentanti un ampio range
termico di attivita. Oltre a questi passaggi pusees prevista una fase iniziale di attivazione
qualora si usino delle polimerasi “hot-start”. Ahé di diminuire la presenza di amplificati
aspecifici, sintetizzati in condizioni di tempenatwon ottimali, sono state nel tempo elaborate
delle metodiche che inibiscono I'attivita della ijpodrasi a temperatura ambiente. Queste Si
fondano o sul legame con anticorpi o sulla presengabitori covalentemente legati all’enzima,
in grado di dissociarsi da questo solo dopo un @aegtrattamento termico (tipicamente alcuni
minuti a 94-96°C). Infine dopo l'ultimo ciclo di gtificazione € possibile incubare i campioni a
72°c per 5-15 minuti per assicurarsi che venganalta I'amplificazione dei rimanenti tratti a
single-strand. In aggiunta in questa fase |'attivitansferasica della polimerasi aggiunge una
coda di poliA all'estremita 3’ degli amplificati. U@sta potra essere poi sfruttata per alcune

applicazioni in post-PCR quali la clonazione degtipliconi in vettori T/A o U/A.
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In condizioni ideali ad ogni ciclo il numero di depdella sequenza di interesse dovrebbe
raddoppiare. Sfortunatamente le condizioni reaP@R non rispecchiano queste caratteristiche
0 quantomeno variano al procedere della reazioostaBzialmente sono identificabili tre fasi:
guella esponenziale, quella non esponenziale daikgqu. Inizialmente tutti i reagenti sono
presenti in quantita adeguate a garantire un elegéficienza di replicazione che quindi si
realizza in modo esponenziale, raddoppiando latgaati DNA iniziale ad ogni ciclo. Con |l
progredire dei cicli le condizioni tendono a dideosi sempre piu dal contesto ideale, esitando in
una minor (non esponenziale) amplificazione finouad sua sostanziale cessazione (plateau o

end-point). | fattori chiamati in causa in questmgesso sono molti, fra i piu importanti

ricordiamo:

. I'esaurirsi dei nucleotidi e dei primer

. I'inattivazione della DNA polimerasi (emivita di 4Qin. a 95°C)

. il riallineamento dei filamenti di DNA a singolddmento prima che i primer possano fare
altrettanto

. I'eccesso di substrato (presenza di piu DNA di qoida polimerasi riesca a replicare nel

tempo a disposizione)
. competizione da parte di amplificati non specifici
. accumulo di inibitori della polimerasi (es. pirofat)
A causa delle differenti cinetiche che si poss@aizzare in ogni campione durante la PCR non
sussiste una reale correlazione fra i quantitdiinali di DNA rilevabili e la quantita iniziale.
Solo la fase esponenziale puo essere sfruttatagbepolare il quantitativo di partenza di DNA
target (Pestana et al., 2010). Sfortunatamente é¢odithe di PCR classica permettono
solamente di rilevare e quantificare I'amplificditeale (end-point gPCR), risultando quindi poco
accurate e, conseguentemente, in progressivo de@anGuilder et al., 2008). Un ulteriore
limite e rappresentato dal fatto che le metodicke lp dimostrazione dell’amplificato (es.
elettroforesi su gel di agarosio, Southern blotRFELISA) prevedono una processazione post-
PCR che, oltre ad essere dispendiosa in terminiedipo, incrementa i rischi di cross-

contaminazione fra i diversi campioni.

6.3. REAL-TIME PCR
La fondamentale differenza rispetto alle metodidh®CR classica consiste nella possibilita di

rilevare e quantificare i prodotti generati duraletevolgersi della reazione.
Sebbene agli albori di questa metodica siano sitiiezate sonde radioattive, attualmente
'evidenziazione del procedere della reazione énaoiia con I'utilizzo di reagenti fluorescenti.

Questi sono in grado di assorbire energia lumifiosata dallo strumento ad una data lunghezza
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d’onda ed emetterla sotto forma di onde elettroratighe di lunghezza d’onda maggiore (parte
dell'energia viene dissipata sotto forma di calacbg puo essere rilevata e misurata. Questo
cambiamento nella lunghezza d’onda é chiarSatike shifed € definito come la differenza fra i
picchi di assorbanza ed emissione. Una prima distire fra i reagenti fluorescenti puo essere
fatta sulla base della loro interazione, specifi@specifica, con I'amplificato. Sebbene entrambe
le categorie comprendano molti reagenti e metodlikiiastrazione di queste esula dagli scopi

della trattazione e ci si limitera quindi a quelirtinenti allo studio sperimentale affrontato.

6.3.1. SYBR® green |

I SYBR® green | € un agente intercalante in grddtegarsi in modo aspecifico con qualsiasi
sequenza di DNA a doppio filamento. La fluorescesmmassa (picch= 522nm) é scarsa quando
e libero in soluzione mentre aumenta di oltre 100ke quando legato al DNA se eccitato con
onde elettromagnetiche aventi opportuna lunghezwadd (=422nm).

Questo colorante € relativamente poco costoso, riohiede la progettazione di sonde ed é
scarsamente influenzato da mismatches nucleotidi®@ viceversa possono impedire o
quantomeno rendere meno stabile I'ibridazione didsomarcate. La tipologia di legame che lo
caratterizza non permette di discriminare, almen@rima analisi, gli amplificati specifici da
tratti aspecifici di dsDNA. Questi possono esseemegati da interazioni inappropriate fra
nucloetidi dello stesso primer (harpin), di printsilo stesso senso (self-dimer) o di primer di
senso opposto (cross-dimer) (Pestana et al., 204(prmazione di primer-dimer non € evento
particolarmente raro, specialmente quando la reazémtra nella fase di plateau o in presenza di
scarso 0 assente template (Mackay, 2007). Inotiesgno pur sempre sussistere prodotti non
specifici. In altre parole, poiche le performanedlelPCR basate sul SYBR® green | dipendono
in massima parte dalla qualita della coppia di priscelti, possono facilmente insorgere, anche
dopo I'ottimizzazione del test, elementi confonddimterpretazione dei dati, in particolare in
presenza di limitate quantita del DNA target. Reithre questa fonte di incertezza I'analisi
della melting curverisulta essere uno strumento di fondamentale iapea. Quando, sotto
forma di calore, viene fornita energia sufficiest@etermina la rottura dei legami a idrogeno fra
le basi appaiate e quindi la denaturazione delf@@oelica di DNA. Ogni sequenza di DNA
richiede una diversa quantita di energia in funeiaii una serie di caratteristiche quali:
contenuto e distribuzione di G e C, lunghezza dgihsento di DNA, concentrazione del DNA e
composizione del solvente in cui € sospeso. Pdnidieihe si considera la temperatura di
melting (Tyy) come la temperatura alla quale il 50% delle calaka sequenza considerata sono
denaturate (Mackay, 2007). Nella pratica lo struimetetermina un progressivo aumento della

temperatura e contemporaneamente misura in coniewariazione della fluorescenza. Al
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progressivo procedere della denaturazione si omsgeruna parallela diminuzione della
fluorescenza determinata dalla dissociazione faN#se SYBR® green |. Le curve anelting
vengono rappresentate graficamente ponendo conabtarindipendente la temperatura e come
variabile dipendente la fluorescenza. Di piu agevamprensione risultano i picchi mhelting
ricavati dal negativo della derivata prima delleveudi melting In questa rappresentazione il
picco della curva si colloca in corrispondenza ady, (fig. 8) (LightCycler®480 Instrument
Operator’'s Manual- Software Version 1.5).

Attraverso questo processo e possibile verificarsplecificita dell’amplificato in funzione delle
caratteristiche di sequenza. Tuttavia possono swrmE sussistere casi in cui lg, Ti
amplificati diversi sostanzialmente corrispondomendendo difficoltosa la differenziazione
(Ririe et al., 1997).

a
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Fig. 8. Aspetto delle curve dmelting(a) e dei picchi dimeting(b). Tratto e modificato da
Hoffmann et al., 2007
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6.3.2. Sonde fluorescenti

Le sonde rappresentano sostanzialmente
100

degli oligonucleotidi capaci di riconoscer & — Assorbimento CFP
. - g Emissione CFP
in modo specifico una data sequenza 3 < ATk YER
. , - E Emissione YFP
interesse facente parte dell’amplificato & N

g 90
segnalarne la produzione tramite 8

£
sviluppo di fluorescenza. Sebbene r §

= " b
corso del tempo siano state propos 0455 =00 B00

Lunghezza d'onda
Fig. 9. Relazione fra spettri di assorbimento ed

rimasti sostanzialmente immutati. L emissione di due fluorofori. Tratto da
www.wikipedia.org

soluzioni diverse, alcuni principi soni

maggior delle oligo-probe si basano s

principio della fluorescence resonance energy tean@RET) fra fluorofori (F) o fra un
fluoroforo e un dark o black hole, non-fluorescequencer (NFQ). La FRET consiste
essenzialmente nell'effetto combinato di due mdéedo grado di emettere fluorescenza in
seguito ad una eccitazione. Verso uno di quesbrdiiori, detto donatore, viene diretta un'onda
elettromagnetica ad uniaspecifica (tipicamente, quella relativa al suacpidi assorbimento). Il
donatore, eccitato, puo emettere fluorescenza dedbsuo peculiare spettro di emissione. Se lo
spettro di emissione del donatore si sovrappomaaniera consistente a quello di assorbimento
di un accettore (se, cioe, i salti energetici aisgoai due processi sono simili), il donatore
eccitato non emette luce ma trasferisce I'eccitazim maniera risonante all’accettore (in modo
pil 0 meno efficiente), che emettera un quantohaso alla sua lunghezza d’onda caratteristica
(fig. 9) o la dissipera interamente sotto formaalobre qualora si tratti di un “dark” quencer. Nel
primo caso la specifica da questa emessa pu0 essere acquisita 0 menostlalloento a
seconda delle impostazioni. Alcune metodiche singt la generazione di questa nuova
radiazione luminosa per evidenziare l'avvenuta #mopkione (es. hybridisation probes-
HybProbe®probes). Qualora non venga registratcibisdo fluoroforo funge di fatto da quencer
(Q). Come regola generale nella programmazioneadedhzione bisognerebbe ovviamente
aspirare ad avere un rapporto segnale/rumore diofguanto piu elevato possibile. Sempre in
termini generali, questo risulta piu facilmenteeatbile utilizzando dei NFQ (PCR guide-
www.eurogentec.com).

Essendo il trasferimento di energia proporziondllenzerso della sesta potenza della distanza

Ve il rapporto spaziale fra F e Q risulta determieast viene quindi sfruttato in queste

metodiche.
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HYDROLYSIS PROBE-TAQMAN
Le sonde a idrolisi sfruttano a pieno i principebemente elencati nel capitolo precedente.

Queste constano di una breve sequenza nucleotimlicasono covalentemente legati un
fluoroforo (estremita 5’) e un quencer (estremida Bintantoché la sonda resta integra, come si
realizza in assenza di amplificazione specificayitgnanza fra fluoroforo e quencer impedisce
'emissione di fluorescenza. Qualora si rendan@afhgili sequenze specifiche puo avvenire
I'ibridazione fra probe e target. Questo deve aiureeprima dell’annealing dei primer (frobe>
Tvpimer) € preferenzialmente in una porzione del genomanigu piu vicina possibile
all'estremita 3’ del primer di analogo senso. Iresio modo [l'attivita 5’-3’ esonucleasica della
polimerasi “libera” rapidamente il fluoroforo chajlontanandosi dal quencer, emette una
fluorescenza registrabile dallo strumento. Ciclopalociclo questo processo si ripropone
determinando un progressivo aumento della fluoresxecorrispondente all’incremento del
numero degli ampliconi. L'utilizzo di diverse sondwrcate con fluorofori in grado di emettere
in diverse regioni dello spettro permette di shardt questa metodica per la realizzazione di
multiplex-PCR. E quindi possibile realizzare, rie® e quantificare pid reazioni di PCR che

avvengono contemporaneamente nel medesimo pozzetto.

6.3.3. Quantificazione

Il monitoraggio della reazione permette di conosediandamento durante la fase esponenziale,
unico momento in cui & possibile definire una dazi®ne fra il quantitativo di DNA (e quindi la
fluorescenza) presente ad un dato ciclo e la g@aaimiziale. A tal fine € necessario ricorrere
all'utilizzo di curve standard, ottenute dalla diione seriale di un campione a titolo noto
contenente la sequenza di interesse. Per poterazamepsu base oggettiva i risultati ottenuti nei
diversi campioni &€ necessario definire un momemtel/'ambito della fase esponenziale,
univocamente definito per i diversi campioni. Shsiera quindi il Cp (crossing point) o Ct
(threshold cycle), definibile come il numero frazade del ciclo in cui la fluorescenza emerge
sopra il livello del background. Il software dei'umento utilizzato (LightCycler 480) prevede
due modalita per la definizione del Cp: il metodellal seconda derivata massimsedond
derivative maximuijne quello dei Fit point. Il primo si basa sul ¢atthe il segnale della
fluorescenza aumenta con un tasso crescente rala dsponenziale della reazione per poi
diminuire successivamente. A differenza dei metmmBati sulla comparazione con un valore
soglia questo calcolo rifiuta I'idea che campioonncla medesima fluorescenza presentino il
medesimo quantitativo di DNA, ritenendo piu accorednsiderare 'andamento della curva e in
particolare il momento di massima accelerazionéimalemento della fluorescenza. Il disturbo

dato dal background viene ulteriormente eliminatcaando la media aritmetica dei valori di
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fluorescenza fra i cicli 2 e 6 e sottraendola dbreacomplessivo. Il secondo metodo prevede
I'esclusione della fluorescenza costituente il roendi fondo, la definizione di una threshold line
e di un numero variabile (da 2 a 4) di fit poirgrrispondenti a valori di fluorescenza ricavati in
cicli compresi nella fase esponenziale della reazid’intersezione fra la log-line passante per i
fit point e la threshold line definisce il Cp. llripcipale vantaggio di questa tecnica €&
rappresentato dal fatto che permette di ottenanaletgnte dei valori di Cp anche nei casi in cui
le caratteristiche della curva non siano tali damedtere il calcolo della derivata seconda.
Tuttavia questa opzione prevede un maggior inteéovelell’'operatore (pur essendo possibile
sfruttare le impostazioni suggerite dal softwarefjdendo la metodica meno oggettiva.

Ottenuti i Cp della curva standard il programman gjiado di ricavare una retta di regressione
che correli il Cp al numero di copie iniziali, espse su scala logaritmica in base dieci. Il
confronto fra questa e il Cp del campione ignotorte di ricavarne il titolo agl

L'uso di curve standard permette di ottenere couédsiente una serie di importanti
informazioni ed in particolare I'efficienza di PCR.

Il numero di copie ad ogni ciclo risulta essere

Xn=Xo(1+E)’ Q)

Dove X, € il numero di copie presenti al ciclo n mentrg rdppresenta il numero di copie
iniziali.

In condizioni ideali E (I'efficienza) & pari ad dgnseguentemente (1) si risolve ipFXo(2)".

Per valutare I'E nelle reali condizioni della PCRassibile sfruttare una curva standard costruita
tramite diluizioni seriali in base dieci sussistendfatti una relazione fra E e la pendenza della

retta di regressione lineare.

{10_%'09‘*} -1
E= )

Questa viene solitamente espressa in termini peraken Nella pratica I'efficienza viene

considerano adeguata per livelli compresi fra ie90105% (Pestana et al., 2010).
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7. SCOPO DELLA TESI

L'utilizzo della PCR in ambito diagnostico rappreseormai una realta consolidata in Medicina
Veterinaria grazie ai notevoli vantaggi in termihirapidita, sensibilita e specificita. Tuttavia, a
differenza di quanto si puo riscontrare in mediaimaana, I'utilizzo di metodiche quantitative,
rappresentate primariamente dalla rt-PCR, e tattlonitato e sovente confinato al contesto
sperimentale. Cio preclude importanti informaziohée sarebbero di ausilio nella pratica clinica
nonché nella comprensione del reale contesto epidiegico con cui ci sta confrontando e della
sua evoluzione nel tempo. Al fine di contribuirgamare questa lacuna é stato ideato il presente
studio. In particolare si e inteso validare e confare due metodiche di rt-PCR, in parte desunte
da precedenti studi, per la ricerca dell’acido aeied virale a partire da tessuti. Si e cercato di
ottimizzarne le performance e di valutarne le rispe potenzialita e limiti. Il tutto e stato
studiato al fine di poterne determinare I'applidiédoi in un contesto diverso da quello
sperimentale, in vista di una futura applicaziondirda della routine diagnostica. | risultati
ottenuti dai campioni sperimentali sono stati quic@mparati con i rispettivi esiti delle prove
diagnostiche eseguite tramite immunistochimica dartep dell'lstituto Zooprofilattico

Sperimentale delle Venezie.
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8. MATERIALI E METODI

8.1. CAMPIONI
| campioni, risalenti al periodo 2007-2009, sonatistorniti, assieme ai corrispondenti referti,

dall’lstituto Zooprofilattico Sperimentale delle Nezie nellambito della collaborazione con
I'area di malattie infettive del Dipartimento dir8&' Pubblica, Patologia Comparata e Igiene
Veterinaria. | tessuti a disposizione erano rappregi da: ileo, tonsille, polmone, linfonodo
inguinale e mediastinico. Ciascun gruppo di camipera associato ad un numero seriale
attribuito dall’'lZS, ad un identificativo proprio @gni singolo animale all'interno del gruppo e
all'indicazione dell'organo. L'insieme di questedinazioni ne ha permesso l'associazione ai
risultati della diagnostica. Nei casi in cui questacciabilita non fosse possibile o0 univoca i
campioni sono stati esclusi. Durante il periodp@limanenza all'lZS, prima della processazione
e successivamente in attesa dell’'estrazione del DNteriale é stato conservato a -20°C.

Da ognuno dei campioni a disposizione, quando pibssisono state prelevate due aliquote di
50+£10mg di tessuto. La procedura e stata esegaita sappa da microbiologia utilizzando
strumenti sterili monouso per prevenire la crosstaminazione fra i diversi tessuti. | campioni
cosi ottenuti sono stati conservati a -20°C in pti/con tappo a vite. A ciascuno di questi
stato associato un codice di riferimento sperimentdfanumerico identificante l'individuo
tramite un numero progressivo e la tipologia d’'o@aramite una lettera (A = linfonodo
inguinale, B = polmone, C = ileo, D = linfonodo neestinico, E = tonsille). Tale codice e stato
poi completato dall'indicazione dell’ aliquota dpartenenza, identificata come 1 o 2. Da
precedenti esperimenti erano inoltre disponibifnpéoni di tessuto sicuramente positivi e ad alto
titolo come evidenziato da risultati delllHC (esdtg all'lZS) e rt-PCR (eseguiti presso

Dipartimento di Sanita' Pubblica, Patologia Comfzaealgiene Veterinaria).

8.2. CONSERVAZIONE REAGENTI
Tutti i reagenti per PCR e rt-PCR sono stati coreger -20°C tranne le 2X QuantiTect Probe

PCR e QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix, 'RNBsse Water e le diluizioni per le
curve standard dei plasmidi 492-1-1A e P1-1C inals®sono state conservati a 4°C.

| primer e le sonde dopo I'acquisto sono statigiitoiti con 'RNase-Free Water ottenendo delle
soluzioni 10Q@M. Queste sono state utilizzate per prepararellz®mi di lavoro diluendole fino

a concentrazione 1M nel caso dei primer e di @M nel caso delle sonde.

Per quanto concerne i terreni di coltura, 'amfiitdl e i reagenti utilizzati nella clonazione,

trasformazione e selezione dei ceppi batterici stath rispettati i criteri imposti dai produttori.
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8.3. DATABASE

E stato creato un archivio in Microsoft Access 2@08prendente i seguenti dati di interesse al
fine di permetterne una rapida visualizzazione.

» Codice IZS

» Codice di riferimento sperimentale

* Anno di origine

* Presenza di lesioni istologiche e loro descrizi@gaport 1ZS)

» Esiti batteriologici e virologici (report 1ZS)

» Data di estrazione

» Peso e numero dell’aliquota estratta (ed eventtate di scarsa idratazione)

» Data e identificativo della rt-PCR

* Metodica usata

* Risultato (positivo-negativo-dubbio)

. Cp

* Quantificazione in termini di copie del genoma lra

* NP° picchi dimelting Tm specifica e Tm aspecifiche

* Eventuali note

8.4. PRODUZIONE DI CLONI BATTERICI CONTENENTI LE
SEQUENZE DI INTERESSE DA UTILIZZARE COME STANDARD P ER
LA QUANTIFICAZIONE

Sono stati selezionati i campioni positivi 4699 P® D4-2 dei quali era nota la positivita per
PCV2 ad elevati titoli (non quantificati) e dei duarano disponibili delle aliquote di DNA
precedentemente estratte. Questi sono stati aogtiifiramite PCR utilizzando il kit HotStar
HiFidelity Polymerase kit (Qiagen) secondo le istomi del produttore. A tal fine sono state
utilizzate due coppie di primer 492F/492R e P15RE#42R precedentemente pubblicate le cui
sequenze sono riportate in tab. 19. La mix prevedsy HotStar HiFidelity PCR Buffer, 2.5
units HotStar HiFidelity DNA Polymerase, primer@centrazionedM, 5uL di DNA target nel
caso della coppia di primer P1570F- P1642Ruk Rell’altro. Il volume € stato poi portato a
50uL tramite l'aggiunta di acqua RNase-free. L'ampglifzione e stata realizzata in 2720
Thermal Cycler (Applied Biosystem) alle seguentnaiaioni: attivazione iniziale a 95°C per 5
min, 40 ripetizioni del seguente ciclo: 95°C perskEg, 60°C per 60 sec, 72°C per 30 sec seguite
un passaggio a 72°C per 10 min.
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PRIMER | SEQUENZA AUTORE
492F S-TATTGTTGGCGAGGAGGGTA-3’

492R 5-TGGTAACCATCCCACCACTT-3 Mcintosh
83F 5-AAAAGCAAATGGGCTGCTAA-3 (2009)
83R 5-TGGTAACCATCCCACCACTT-3

P1570F | 5-TGGCCCGCAGTATTCTGATT-3’
P1642R | 5-CAGCTGGGACAGCAGTTGAG-3’

P1591 5'-6FAM-CCAGCAATCAGACCCCGTTGGAATG-IBFQ-3’
Tab. 19. Primer e Probe specifici per la ORF1 di P€2

Opriessnig
(2003)

| due tipi di amplificato ottenuti, d’ora in avardefiniti “492” il primo e “Probe” il secondo,
sono stati caricati su un gel di agarosio al 2,5%riesenza di SYBR® Safe DNA gel stain
10000X e sottoposti a una differenza di potenzaktante di 100V per 30 min.

Il confronto con degli standard di peso molecoleagicati nello stesso gel ha permesso di
stimare il peso molecolare dei prodotti di ampéfione ottenuti a conferma dell’effettiva
specificita delle bande ottenute. Gli amplificaine stati purificati tramite NucleoSpin® Extract
Il (Macherey-Nagel), secondo le istruzioni del prtidre, per poter procedere alla ligazione in
pDrive Cloning Vector (Qiagen) con cui trasformaramite shock termico, dedh.coli Top10
competenti (Invitrogen). Per la realizzazione dasmide contenente l'inserto di interesse é stato
utilizzato il QIAGEN PCR Cloning Kit, seguendo Igtnuzioni del produttore. Con il costrutto
ottenuto, sempre in osservanza dei criteri fowhdia ditta produttrice, sono stati trasformati e
quindi seminati in piastre di LB agar addizionateanhpicillina (100mg/L) e XGal glE. coli
competenti. Dopo incubazione a 37°C overnight giréceduto all’identificazione dei cloni
trasformati con il vettore contenente [linserto. e erano distinguibili apparendo
fenotipicamente come colonie bianche in quanto aitfipa resistenti ed incapaci di
metabolizzare I'’X-Gal. In questo modo sono staterntte diverse colonie. A partire da queste é
stato selezionato un clone per tipo di insertogbDesto, tramite High pure Plasmid Isolation kit
(Roche), seguendo le istruzioni del produttoretatospurificato il plasmide che é stato poi
sottoposto a PCR e successiva corsa su gel disagaecondo il protocollo precedentemente
descritto. In aggiunta I'amplificato ottenuto étetgaequenziato tramite 3100 Genetic Analizer
(Applied Biosystem) utilizzando il kit BigDyeTerminator v3.1 Cycle Sequencing Kit secondo
le istruzioni del produttore. | cloni selezionatin® stati coltivati overnight in LB broth. A pasgir
da 10@L di questo terreno sono stati inoculati 3 mL di HBoth che e stato nuovamente
coltivato overnight. Infine si sono inoculati, inplicato, 10QL del terreno ottenuto in 3mL di
LB Broth addizionato di ampicillina (100mg/L). Dopoescita overnight dai 3 ml di coltura si &
proceduto alla purificazione del DNA plasmidiconitge High pure Plasmid Isolation kit

(Roche). Tutte le procedure sopraccitate sono stgguite in duplicato da parte di due operatori
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distinti. 2,4 mL di ciascun terreno sono stati imtihti ai fini della purificazione del DNA
plasmidico mentre; il imanente e stato utilizzpéw lo stoccaggio dei ceppi, conservati a -80 °C
in PBS-glicerolo al 20%. | ceppi e i purificati etiuti sono stati denominati secondo il principio

illustrato nel sottostante diagramma (fig. 10).

| | | | | | | | | | | |
492-2-| | 492-2-| | 492-2- 492 2 492 2 492-2- Pl 1A Pl 1B Pl-lC Pl 2A Pl ZB P1-2C
1A 1B 1C 2A 2B 2C

Fig. 10. Identificativo colonie per 492 e Probe

Infine gli operatori hanno quantificato il DNA plagdico mediante lettura spettrofotometrica
eseguita con lo strumento NanoDrop (NanoDrop Teldgnes.inc) e diluito i campioni fino ad
ottenere soluzioni alla concentrazione di 1uhg/Tutte le diluizioni da 1 ngl ottenute sono
state sottoposte a rt-PCR secondo i seguenti pititoc

Probe: e stato utilizzato il QuantiTect Probe PGR B QuantiTect Probe PCR Master
Mix, primerl570F e 1642R QiM, sonda P1591 OuM, 2uL di DNA target e acqua fino ad
ottenere un volume complessivo diyl0Q Il ciclo termico prevedeva 15 min a 95°C, 20licic
comprensivi di 94°C per 15sec e 60°C per 30seeratihe dei quali avveniva la lettura della
fluorescenza.

492: e stato utilizzato il QuantiTect SYBR GreenRPKit; 2x QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix, primer 83F e 83R (N3, 2 uL di DNA target e acqua fino ad ottenere un
volume complessivi di 1QL. Il ciclo termico prevedeva 95°C per 15 min, 3€licomprendenti
15 sec a 94°C, 30 sec a 60°C, 30 sec a 72°C edasaadi lettura di 5 sec a 60°C. A questa
seguiva l'analisi della curva dmelting ottenuta con la misurazione in continuo della
fluorescenza durante I'incremento termico fra A5&C.
In precedenza diverse concentrazioni di primer edeoerano state provate su campioni
sperimentali al fine di ottimizzare le performamistia PCR
Tutte le real-time PCR descritte in questa seziem®o State eseguite prevedendo un bianco
(acqua al posto del DNA) e un controllo positivoN@® estratto dal campione 4699D1pol,

riconosciuto come positivo all'lHC e in precederst di rt-PCR).
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8.5. CURVE STANDARD
Per ciascuna tipologia di test si € selezionat@stratto di riferimento rappresentato dai DNA

plasmidici 492-2-1A per la metodica basata sul SYéen | e dal P1-1C per quella basata sulla
PROBE. La definizione delle curve standard e statguita a mezzo di una diluizione in base
dieci dei campioni compresa nel range fra jihgé 10°ngfuL. La chimica della reazione

corrisponde a quella appena riportata nel cappodzedente mentre le caratteristiche del ciclo

termico sono riportate in tab. 20.

PROBE RUN PROTOCOL SYBR RUN PROTOCOL
ACTIVATION 95°C per 15 min ACTIVATION 95°C per 15mi
DENATURATION |94°C per 15 sec & DENATURATION| 94°C p#&b sec &
ANNEALING/ 0O |ANNEALING 60°C per20sec | 0
60 °C per 45 sec| & =}
EXTENSION = |EXTENSION 72°C per20sec| =
DATA 0
ACQuIsiTIonN ~ |90°CPERZsec
MELTING 40=>90°C

Tab. 20. Protocolli termici di reazione

Per ciascuna diluizione del plasmide I'analisi &astcondotta in duplicato. Il numero di copie
presente per nanogrammo di DNA e stato calcolateecdescritto da (Mcintosh et al.,2009). I
software fornito con il LightCycler 480 (LightCye®480 Software Version 1.5) ha permesso di
estrapolare la retta standard e calcolare I'efficéedella reazione.

Infine a partire dalla sospensione di DNA plasnodiciginale sono state preparate e conservate

a -20°C altre tre serie di diluizioni dei plasmddi2-2-1A e P1-1C.

8.6. CONTROLLO INTERNO
Il controllo interno (IC) e stato ricavato grazieé ano studio del 2006 (Hoffmann et al., 2006).

Questo consta di un plasmide, commercialmente dibpe ad una concentrazione di
2X10°copiefiL (Labor Diagnostik GmbH-Leipzig), in cui & stattomato parte del gene EGFP
(formando il costrutto pGEM-EGFP2-rev), per il qualono descritte diverse coppie di primer

abbinate a sonde. Fra queste sono state scelte glezicate in tab. 21.

IDENTIFICATIVO | SEQUENZA

EGFP-1-F 5-GACCACTACCAGCAGAACAC-3’

EGFP-2-R 5'-GAACTCCAGCAGGACCATG-3

EGFP-Cy5 5'Cy5-AGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA-IBRQ-3’

Tab. 21. Primer e Probe relative al controllo inteno (Hoffmann et al., 2006)
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In primo luogo si é valutato ING associato alla formazione di possibili cross-dirfia gli
oligonucleotidi sopracitati e quelli utilizzati melreazioni diagnostiche mediante il software
Oligo Analyzer. Si e poi proceduto a effettuare wllaizione in base dieci dell IC fino ad
ottenere una sospensione contenente 2 g¢dpi¢/intera scala € poi stata sottoposta a rt-PCR
sfruttando il QuantiTect SYBR Green PCR Kit seguenldmedesimo protocollo descritto
precedentemente (tab. 20) utilizzando i primer $igec¢0,3uM) al fine di individuare una
guantita di controllo interno le cui curve di anfigtzione salissero con un Cp compreso fra 30 e
35 cicli.

La successiva integrazione del controllo interrie aazioni diagnostiche € stata ottimizzata
saggiando diverse condizioni di reazione che vewvealutate confrontando le efficienze di
PCR, calcolate attraverso la crezione di rettedstatha partire dalle diluizioni seriali in base 10
dei relativi DNA plasmidici. In particolare per qua concerne la metodica SYBR il seguente
protocollo & stato applicato su una scala di ditmizbase dieci da 1ngl fino a 10*°ng/ uL del
plasmide 492-2-1A. La curva standard in presenzial@eé stata definita alle seguenti
condizioni: QuantiTect SYBR Green PCR Master Mistimer 83F e R 048M, primer EGFP-1-

F e EGFP-2-R 0,1pM, 4 copie/uL di IC, 2uL di DNA target e HO RNase-free fino ad ottenere
un volme finale di 10L. La reazione é stata condotta usando il protocAiYBR RUN
PROTOCOL (tab. 20)

Non dissimilmente si & proceduto per quanto coreceametodica PROBE. Sulla scala di dieci
diluizioni in base dieci del plasmide P1-1C e staitdizzato il protocollo gia descritto
precedentemente per il QuantiTect Probe PCR Kiarffiliect Probe PCR Master Mix, primer
1570F e 1642 R OyM, primer EGFP-1-F e EGFP-2-R 0iM, P1591 0,uM, ProbeEGFP 0,4
uM, 20 copieil di IC, 2uL di DNA target e HO RNase-free fino ad ottenere un volume finale
di 10puL. La reazione € stata condotta utilizzando il PEJBJN PROTOCOL (tab. 20).

Si sottolinea come tutti gli esperimenti necesahai definizione delle curve standard siano stati

condotti in duplicato ed in ognuno fosse previataresenza di un bianco.

8.7. ESTRAZIONE DEL DNA DAI CAMPIONI DI TESSUTO
| campioni conservati sono stati scongelati e poisti a estrazione del DNA utilizzando |l

DNeasy®Blood & Tissue Kit (Qiagen). Rispetto al fmapllo consigliato dalla ditta produttrice
sono state previste alcune modifiche. In primo tuagposto dei 25mg di tessuto consigliati ne
sono utilizzati 50mg. Dopo I'aggiunta di 380di Buffer ATL e 200mg di 1mm zirconia/silica
beads (BioSpec Products Inc) i campioni sono stiatrati tramite Hybaid RiboLyzer (quattro
cicli di 20 sec alla massima velocita). Successaaten I'omogenato € stato addizionato con

20uL di proteinasi K, mescolato al Vortex ed incubaté6°C overnight. Si e proceduto quindi
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all'aggiunta Buffer AL (20QL) ed etanolo (20@L) secondo quanto riportato nelle istruzioni. A
partire dal volume complessivo (6§80 si sono prelevati, per ogni campione, @Rl fine di
caricare sulla colonnina un quantitativo di malerquivalente ai 25mg di tessuto consigliati,
evitando di saturarla. La restante parte e statsewata a -20°C. Il protocollo consigliato dal
produttore é stato seguito pedissequamente naltessive fasi. Ogni giornata sono stati estratti
ventiquattro campioni, divisi in due gruppi di dodunita. Per ciascuna dozzina, processata in
momenti temporalmente distinti, € stata conseruataliquota di 2L del Buffer AE utilizzato

in fase di eluizione dell'acido nucleico. Ciascupeovetta contenente l|'estratto € stata
identificata univocamente e conservata a -20°C.

Sono state altresi eseguite una serie di provdiZaade a conoscere l'efficienza di estrazione.
Campioni di polmone e linfonodo sono stati sottdpas triplicato, ad estrazione secondo la
comune routine; subito dopo I'aggiunta del LysidfBua ciascun omogenato é stata inoculata
una quantita nota di IC, pari a 4X16opie. Ultimato il protocollo gli estratti soncaittestati
tramite la metodica PROBE. Al fine di stimare ledie associate alla fase di estrazione si sono
diluiti in 200uL di AE Buffer 2X1& copie di IC. La soluzione ottenuta & stata anatin

triplicato assieme alle precedenti ed i risultatl&zati mediante ANOVA ad una via.

BUFFER AE
Tutte le aliquote di Buffer AE conservate al tereidi ogni tornata di estrazioni sono state

valutate con ambedue le metodiche. In caso diipt&itanche ad una sola di queste tutti i
campioni corrispondenti sono stati nuovamente tissfauttando la seconda aliquota di tessuto e
testati con entrambi i test.

Al fine di evidenziare un’eventuale contaminaziaie Buffer AE utilizzato sono stati analizzati,
con ambedue le metodiche, i residui dei Buffer AtEama presenti nei tre kit utilizzati per
I'estrazione nonché un Buffer AE inutilizzato e deanchi. Di ciascuno di questi sono stati

eseqguiti cinque replicati.

8.8. VALIDAZIONE
Si e previsto di eseguire, ispirandosi a quantvigt@ dal’OIE Terrestrial Manual 2010, una

serie di prove al fine di valutare il LOD, la sdbikia e specificita analitica nonché la ripetitli
intra ed inter-operatore caratteristiche della miietm E stato quindi deciso di analizzare delle
diluizioni scalari in base dieci di tessuto (polmom linfonodo inguinale) positivi in
corrispondenti matrici ottenute da animali negativipositivi sono stato ottenuti da tessuti
congelati, precedentemente riconosciuti come posith in IHC che in rt-PCR. | tessuti negativi
sono stati prelevati da soggetti risultati sier@teqg sia per quanto concerne le IgM che le 1gG. |
tessuti, dopo essere stati omogenati in PBS 1% stati utilizzati per la preparazione delle
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diluizioni del campione positivo. Il range si eslema dal campione non diluito fino a una
concentrazione di positivo pari a i@uella iniziale. Inoltre & stato previsto un NTRer
ciascuna di queste, a partire da 20@i omogenato addizionati di 2X3¢bpie di IC, sono state
eseguite tre estrazioni da parte di due operatibeirenti utilizzando il DNeasy®Blood & Tissue
Kit (Qiagen). Ciascun estratto cosi ottenuto eost@stato in rt-PCR dai due operatori.
Individuate diluizioni corrispondenti a titoli elatr, medi e bassi queste dovevano essere
nuovamente estratte in triplicato e testate da dperatori in due giornate distinte. Una
successiva fase doveva prevedere l'analisi delkcipita analitica sottoponendo patogeni

diversi da PCV2 ad analisi tramite le due metodwbraparate.

8.9. SPECIFICITA : PCV1 vs PCV2
A partire da una linea cellulare PK-15 é statoagttril DNA tramite DNeasy®Blood & Tissue

Kit (Qiagen). Si é quindi eseguita una PCR utilimka diluizioni seriali in base 10 dell’estratto.
A tal fine e stata utilizzata la coppia di primeZVPLF (5’-CTCGGCAGCGTCAGTGAAAA-3’)

e PCVI1R (5-AAATTACGGGCCCACTGGCT-3) tratta da (Kiret al., 2003b). La reazione &
stata eseguita in 2720 Thermal Cycler (Applied Bstsm) utilizzando I KAPA2G Fast
HotStart ReadyMix PCR Kit (Kapa Biosystems) secondoistruzioni del produttore. La
specificita e stata indagata eseguendo in pardbelmedesima PCR su campioni sperimentali
4699D4-1, riconosciuti come altamente positivi avVRC Gli amplificati ottenuti sono stati
sottoposti a corsa elettroforetica su gel di agaral'1%. A partire dalle diluizioni dell’'estratto
di PK-15 é stata eseguita una rt-PCR secondo tbpotlo PROBE usualmente utilizzato per i
campioni sperimentali. Successivamente sono stsguéde delle prove, mantenendo immutate
le caratteristiche della mix di reazione, aumentaiademperatura di annealing/extension fino ad
un massimo di 65°C. Mantenendo quest'ultima imposte si € realizzata una nuova curva
standard per il plasmide P1-1C e ne sono statdatalle performance. In aggiunta sono stati
selezionati quindici campioni sperimentali precaderente analizzati, rappresentativi di titoli
alti, medi e bassi (quest'ultimi negativi in SYBR)risultati ottenuti con il nuovo protocollo
sono stati confrontati con i vecchi tramite T-Stutketest a due campioni accoppiati. In tutti i
casi e stato verificata la positivita del IC. Irdigi e realizzata una rt-PCR ponendo nel medesimo
pozzetto 1uL di DNA target di ambedue i patogeni. Questa éaséseguita applicando sia il
vecchio che il nuovo protocollo PROBE. Nello speafsono stati definiti due gruppi di
reazioni; nel primo un quantitativo fisso di PK-&%tato miscelato ad una diluizione scalare in
base dieci dell’estratto di un campione sperimen{db99D4-1), nel secondo un quantitativo
fisso di 4699D4-1 e stato mescolato ad una dilagiecalare, sempre in base dieci, di estratto

derivante da PK-15. Nello specifico quantitatisii ammontavano a 10a concentrazione tal
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quale del 4699D4-1 e a P0la concentrazione iniziale delle PK-15 (corrispenieg alla
diluizione piu alta alla quale era osservabile pdificazione del IC). Come termine di
confronto, sulla stessa piastra sono state antdizeganedesime scale di diluizione sostituendo
uno dei due target conyl di H,O. | dati ottenuti dall'applicazione dei diversiopocolli sono

stato confrontati tramite T-Student’s test a dummani accoppiati.

8.10. REAL TIME-PCR SUI CAMPIONI SPERIMENTALI
Tutti gli estratti ottenuti sono stati sottopostiraPCR avvalendosi del LightCycler® 480

(Roche). A tal fine sono state utilizzate piastightCycler® 480 Multiwell Plate 96 white o,
qualora non fossero disponibili, delle piastre FeaBtar 480-4titude dichiarate compatibili dal
produttore. Ciascun esperimento prevedeva, oltreaaipioni sperimentali, la presenza di un
bianco, di un controllo positivo e di un punto detlurva standard precedentemente salvata.
Nello specifico & stata utilizzato come standardjuantitativo complessivo di 4,26X1@8opie
per il plasmide 492-2-1A e 4,72X160pieliL nel caso del plasmide P1-1C. Il volume finale di
reazione e stato impostato a L@ comprensivi dei 2uL rappresentati DNA target. Per
I'interpretazione dei dati si & sfruttato il softwalightCycler®480 Software Version 1.5. In
primo luogo il programma ha permesso di definireneqositivi, negativi o dubbi i campioni.
Parallelamente lo strumento ha eseguito la queatiibne assoluta confrontando il Cp di ciascun
campione con il Cp del campione a titolo noto faeeiferimento alla curva standard “esterna”
calcolata in presenza o in assenza di IC rispetterde nel caso della metodica PROBE e
SYBR.

Ciascun estratto é stato analizzato in singoloiegpdlo | seguenti protocolli.

PROBE: 2X QuantiTect Probe PCR Master Mix (QiagénhduM primer P1570F e 1642R ,
0,1uM sonda P1591, 0,daM primer EGFP-1-F e EGFP-2-R, Qu# Probe EGFP, 20 copiglL
IC DNA. E stato utilizzato il ciclo termico PROBEURI PROTOCOL (tab. 20).

Per ciascun campione € stato inoltre valutata kitipita del IC per l'identificazione di falsi

negativi dovuti ad inibizione.

SYBR: 2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix (@ay 0,3M primer 83F e 83R. E
stato utilizzato il ciclo termico SYBR RUN PROTOC@iab. 20).
In aggiunta a quanto gia riportato la specificiddl’dmplificato e stata definita dall’analisi della

curva dimelting

87



Tutti i campioni risultati dubbi sono stati saggiatiovamente raddoppiando il quantitativo di
DNA o effettuando due diluizioni in base dieci d=lmpione iniziale a seconda di quanto
suggerito dalle caratteristiche morfologiche deliava. Queste modifiche sono state considerate
al momento del calcolo del quantitativo di DNA iiailz. | campioni testati con la metodica
Probe che risultavano “inibiti”, ossia caratteritzzda assenza di positivita sia per quanto
concerne il DNA target che I'lC, sono stati testata seconda volta.

Infine si € provveduto a esprimere il titolo virahetermini di copie/mg di tessuto. In questa fase
il risultato finale e stato moltiplicato per unttate 2 al fine di considerare la diversa natura del

DNA plasmidico e virale, rispettivamente ds DNASDSIA.

8.11. CAMPIONI SPERIMENTALI: ANALISI STATISTICA

Ai fini della comparazione e della valutazione deliverse

K ACCORDO
0-0,20 LIEVE
software SPSS (SPSS rel 12.1.1., Chicago Inc..-lligrado di |0,21-0,40] DISCRETO
0,41-0,60| MODERATO
0,61-0,80| SOSTANZIALE
stato valutato calcolando il Cohen's kappa coefficsecondo la[o,81-1 PERFETTO

Tab. 22. Classificazione del
Cohen’s kappa coefficient
secondo Landis et Koch

metodiche sono stati eseguiti dei test statistitizeando il

accordo fra le diverse metodologie e tra le difféirenatrici

classificazione proposta da Landis JR et Koch GIR77) (tab.
22). La normalita nella distribuzione dei dati @tatvalutata
tramite il test non parametrico di Kolmogorov-Snowvn Constatata I'assenza di tale condizione,
la differenza nei titoli virali in funzione dellaopitivita o negativita alllHC & stata analizzata
utilizzando il test non parametrico U di Mann-Wileyn Il test non parametrico H di Kruskal-
Wallis e stato invece utilizzato per valutare laganza di differenze significative tra i titoli aiir

in funzione delle matrici analizzate, sempre inzione del risultato alllHC. Quando e stata
riscontrata una differenza significativa, le vac@ppie di matrici sono state confrontate con il
test non parametrico U di Mann-Whitney. Il medesiapproccio analitico & stato ripetuto per
entrambe le metodiche di rt-PCR. Al fine di ottimare le performance, assumendo come Gold
standard I''HC, sono state generate della curve RQ@te definire dei cut-off che
massimizzassero sensibilita e specificita. Taleligina stata eseguita sia considerando la
popolazione nel suo complesso che i sottoinsieppressentati dalle singole matrici.

La soglia di significativita statistica e statatat per valori di p < 0,05.
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9. RISULTATI E DISCUSSIONE

9.1. PRODUZIONE DI CLONI BATTERICI CONTENENTI LE
SEQUENZE DI INTERESSE DA UTILIZZARE COME STANDARD P ER
LA QUANTIFICAZIONE

La procedura di clonazione ha permesso di ottemeraumero limitato di colonie rispondenti
fenotipicamente alle caratteristiche desideratefid di evidenziare l'integrazione dell'inserto
di interesse, il plasmide ottenuto dai cloni prés@e stato sottoposto a PCR ed i prodotti di
amplificazione discriminati tramite corsa elettnatica su gel di agarosio. Il confronto con gl
standard di peso molecolare ha consentito di séifatunghezza dell’amplificato e constatare
I'effettiva corrispondenza con la reale lunghezelidserto. Questa € stata ottenuta utilizzando
il programma BLAST (www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Btagi) calcolando il numero di basi
comprese fra i due primer sommate all’estensioniepdeer stessi. In particolare I'inserto
“Probe” e “492” comprendevano rispettivamente 7498 bp. Sebbene sia stato utilizzato il kit
HotStar HiFidelity Polymerase kit-Qiagen, presetdama DNA Polimerasi Proofreading, si e
egualmente ritenuto opportuno sequenziare la regidel plasmide (“Probe” e “492")
comprendente l'inserto al fine di evidenziare euahtmutazioni insorte nella duplicazione del
materiale genetico. Il confronto tramite BLAST fjaeste e le sequenze presenti nei database
sfruttati dal programma ha permesso di confermafiettiva specificita dell’inserto e I'assenza
di polimorfismi di sequenza fra i primer in usoeecorrispondenti regioni dell’amplificato. Si e
quindi proceduto con l'estrazione del DNA plasmidiottenendo sospensioni adeguate in
termini di concentrazione e purezza, come testiatorda rapporti 260/280 e 260/230 superiori
rispettivamente a 1,8. e 2. Misure significativabteeimferiori vengono considerate indice di
contaminazione (Nanodrop-Technical Support buljefia007 NanoDrop Technologies, Inc).
Partendo dalle diluizioni 1ngl sono state eseguite delle rt-PCR. E stato pdesifoinstatare
che i campioni erano caratterizzati da Cp analdfibi 11; fig. 12). Questo ha permesso di
affermare sia che le diverse popolazioni batterictiBzzate presentavano con costanza il
plasmide con linserto di interesse sia che il psso di estrazione del DNA plasmidico,
quantificazione e successiva diluizione erano itygee quindi che era possibile utilizzare la
sospensione di DNA plasmidico come standard pguéatificazione. In caso contrario, qualora
I'integrazione e la trasformazione avessero insa&ssolo una percentuale variabile di batteri o
le procedure di estrazione, quantificazione e iduie del DNA plasmidico non fossero state
ripetibili intra- ed inter-operatore si sarebbertteputi Cp differenti. Nel caso dei plasmidi
“Probe” il Cp si e attestato a valori medi di 9,80 con una deviazione standard di + 0,79. |

plasmidi “492” si sono invece attestati a valoriL@i3+ 0,44.
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Fig. 11. Curve di amplificazione dei plasmidi Fig. 12. Curve di amplificazione dei plasmidi
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9.2. CURVE STANDARD
L’esecuzione di diversi esperimenti su vari campgperimentali di cui era nota la positivita o

negativita ha permesso di definire le carattehigtimiziali della miscela di reazione, dalle quali
si e partiti per la successiva ottimizzazione. Sjuindi proceduto allo sviluppo delle curve
standard.

In primo luogo é stato calcolato il peso del simgplasmide secondo quanto descritto da
Mclintosh (2009). In estrema sintesi viene assuht® agni mole di bp di DNA pesi 6509, cio
permette di ricavare il peso di una mole di plagredconseguentemente il numero di moli in un
nanogrammo. Moltiplicando per il numero di Avogadiattiene il numero di plasmidi per ng.
Questi sono risultati essere 2,36X1@r la “Probe” e 2,13XFper il “492”. Successivamente,
in sede di analisi dei campioni sperimentali, teleenonto della diversa natura del DNA virale
(ssDNA) e plasmidico (dsDNA), si &€ moltiplicato per fattore due il risultato appena ottenuto
(Mackay ,2007).

Il protocollo definitivo utilizzato per la realizzeone delle curve e stato scelto in virtu di una
serie di prove eseguite utilizzando diversi quattit di primer e probe. Nella scelta si sono
considerate le performance ed i costi (risparmitermini di reagenti). Delle curve ottenute si e
valutato il LOD (Limit of detection), il range dinlearita della relazione fra Cp e logaritmo della
concentrazione, |'efficienza e I'errore.

Per quanto concerne la metodica PROBE si e ottamutbOD pari a 4,72 copie per reazione
(corrispondenti a un Cp di 37,83+0,15) mentre lazjpme lineare della curva standard si
estendeva fra 4,72 X 1@ 4,72 X 18. Lefficienza in questo range risultava del 95,480 un
errore pari a 0,043 (fig. 13). Come precedentemeptetato I'efficienza e da ritenersi adeguata
(Pestana et al., 2010) cosi come l'errore, peudl® il manuale dello strumento riporta come
accettabili valori inferiori a 0,2. La metodica btssul SYBR ha evidenziato LOD pari a 4,26 X
10" copie di plasmide per reazione (corrispondenti aOp»di 40) ed un range di linearita
compreso fra 4,26 X £ 4,26 X 1b. L'efficienza entro questo range & risultata 0&98% e
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I'errore pari a 0,0354 (fig. 13). In aggiunta sostati valutati i picchi dimelting constatando

come questi fossero tutti specifici con due soleeeioni rappresentate dalle diluizioni 4,26 X
1¢% e 4,26 X 16 nelle quali si evidenziava anche un picco asperiff uttavia I'area compresa
sotto la curva corrispondente all’amplificato sfieoi € risultata rispettivamente 5,4 e 7 volte

maggiore della precedente.

Standard Curve

Error: 0,0354
Efficiency- 1,845
Slope: -3,751
Yintercept 46,03
Link: 0,000
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Fig. 13. Curve standard inerenti la metodica PROBHa sinistra) e SYBR (a destra)

Nonostante limitando ulteriormente l'intervallo sitlerato come lineare si possano ottenere
performance leggermente migliori si e preferito teaere un range piu ampio al fine di non

precludere la quantificazione di titoli virali potgalmente di interesse nella valutazione dello
stato clinico dell’animale. Sebbene una quantifimag accurata si possa ottenere solamente
entro i sopraccitati limiti il riscontro di titoBuperiori o inferiori permette egualmente di deéni

in senso qualitativo I'entita dell’ infezione.

9.3. CONTROLLO INTERNO
L’analisi in silico della compatibilita della coppia di primer-sonder flamplificazione del

controllo interno con quelle utilizzate per le neax diagnostiche (PROBE e SYBR), ottenuta
valutando la variazione di energia libera assocelta loro interazione, ha dato risultati
soddisfacenti, mantenendosi al di sotto delle 5Ikua. L'amplificazione del solo IC ha

permesso di valutare le caratteristiche del sist@aa 23) ed ha fornito il substrato per le

successive prove. Per ciascuna metodica sono

PERFORMANCE
quindi provate diverse concentrazioni di plasmiai ¢ LOD 2 copie/uL (1 di 2)
. . .. . RANGE 20000-2 copie/uL
primer inerenti il controllo interno. Nella sceldella E(%) 108.6
migliore concentrazione dei reagenti sono sl Errore 0,0949
Tm 87,07+0,17

considerati, per quanto concerne l'analisi del DM 17523 pPerformance inerenti G
virale, il LOD, il range di linearita della relazie fra

Cp e concentrazione di DNA target, I efficienzéiegrore associati alla curva standard. E stato
altresi valutato il Cp dell'lC e I'eventuale interénza determinata dalla concentrazione di uno

dei due DNA target nei confronti dell’ amplificanie dell’altro.
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9.3.1. Probe

Per quanto riguarda la metodica basata sulla Psbbeno ottenuti risultati soddisfacenti (tab.

24).
N° copie
IC/uE 200 20 4
LOD 4,72 X 16 (1 di 2) Cp=37,32| 4,72 X T0(1 di 2) Cp=37,07| 4,72 X 10(1 di 2) Cp=37,05
RANGE 4,72 X 16-4,72 X 16 4,72 X 16-4,72 X 10 4,72 X 16-4,72 X 16
(r =-0,999 £=0,999) (r =-0,999 £=0,999) (r =-0,998 £=0,997)
E(%) 91,1 92,4 93,7
Errore 0,06 0,0134 0,162
CplC 26,98+1,18 30,88+1,59 33,92+0,98
Conc. Target 4,72 X fo 4,72 X 16 4,72 X 16

Tabella 24. LOD = Limit of detection; RANGE = partedella curva standard in cui sussiste una relazione
lineare fra logaritmo della concentrazione di DNA &rget e Cp; E= efficienza; Cp = Cp inerente all'lC
calcolato come media e deviazione standard; Concaiiget = Concentrazione massima di DNA plasmidico
“Probe” alla quale risulta rilevabile I'amplificazi one dell’IC.

Una delle principali preoccupazioni era rappredentkalla possibile competizione fra il DNA
target e il controllo interno. Effettivamente unamthuzione del LOD, del RANGE e
dell'efficienza sono riscontrabili in presenza dncentrazioni piu elevate di IC. In funzione di
gueste evidenze si e scelto di includere nellaefasdi reazione un quantitativo di IC pari a 20
copiefiL. La scarsita di substrato, come nel caso delb®piefiL, sfavorisce 'amplificazione
del IC poiché reagenti ed enzimi vengono in paotératti dal plasmide “Probe”. Cio esita nel
mancato rilevamento del IC per concentrazioni diity plasmide superiori a 4,72 X 40n
realta questo riscontro non invalida di per se ktadica. L'utilizzo di un controllo interno &
finalizzato ad evidenziare I'eventuale inibizionelld PCR. Esistono infatti diversi composti,

organici e non, che a vario titolo possono intéreron il procedere della reazione (tab. 25).

Fattori influenzanti la PCR

Inibitori Enhancer

DMSO, Glycerol, BSA, Formamide,PEG, TMANO
TMAC
Special commercial enhancers,Gene 32protein,
TagExtender,Perfect Matchr

Hemoglobin, Urea, Heparin

Organic or phenolic compounds

Glycogen, Fats, Ca E. coliss DNA binding protein

Tissue matrix effects

Laboratory items, powder, etc

Tab. 25. Elementi in grado di condizionare il procdere e I'efficienza della reazione. Tratto e modifiato da
Deepak et al., 2007.

Conseguentemente puo sorgere il dubbio che talmipmoni risultati negativi siano il frutto
dell'inibizione dei processi di amplificazione. Rmter affermare I'assenza di questi fenomeni
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sufficiente che uno dei due amplificati risulti jo®. Qualora si tratti dell'lC si puo considerare
negativo il campione sperimentale, se invece quesiitia positivo ma non il controllo interno e
possibile egualmente assumere l'assenza di initéz® giustificare la mancata amplificazione
dell'lC con la competizione per i reagenti. Il gdtro che il controllo venga amplificato solo in
presenza di concentrazioni relativamente basse2 (&7 1) di plasmide “probe”, e
presumibilmente DNA virale, non dovrebbe rapprementun problema in quanto questa
concentrazione rientra nel range di detection dek&odica e come tale in assenza di inibizione
si osservera I'amplificazione del campione speritalen Tuttavia, in considerazione del fatto
che la concentrazione di IC si approssimava al li@ddente a questa componente, si e preferito
utilizzare un maggior quantitativo (20 copikj al fine di diminuire il rischio di segnalare $al
inibizioni. Infatti, esaminando il controllo intesnnei campioni sperimentali presentanti titolo
minore di 4,72 X 19 (negativi esclusi) si & riscontrata la positividllo stesso nel 95,2% dei
casi. A ulteriore sostegno di questa scelta sitresdlconsiderata la sostanziale uguaglianza in
termini di performance per quanto concerne il DidAget (tab. 24).

9.3.2. SYBR Green |

2.219H
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E.E1Y
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0,219 =

Fluorescence (483-533)
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Fig. 14. Curva standard della metodica SYBR in premnza di IC. Al diminuire della concentrazione del INA
plasmidico si osserva il crescente contributo, iretmini relativi, della fluorescenza determinata dafIC che si
manifesta come una diminuzione della distanza fraelcurve.

Nell’ambito dell’ottimizzazione della metodica SYB&R é cercato di perfezionare la miscela di
reazione variando la concentrazione di primer amide IC. L'obiettivo finale era quello di
minimizzare I'amplificazione dell’IC limitandola tamente ai campioni a bassa concentrazione
di plasmide “492” e, conseguentemente, DNA virdle.metodiche basate sull'uso di SYBR
GREEN I non si prestano particolarmente all’esemeidi multiplex PCR in quanto si fondano
sull'uso di una molecola fluorescente in grado rdetiagire con tutti i filamenti di dsDNA.
Conseguentemente i valori del Cp risentono dellmmsatoria della fluorescenza dei due
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amplificati (fig. 14). In aggiunta l'inserimento diuove coppie di primer incrementa la
possibilita che si formino omo- e etero-dimeri agwto dell'interazione fra i diversi
oligonucleotidi inclusi nella mix di reazione. Dahalisi della curva dmelting risulta tuttavia
possibile discriminare la specificita dell’amplidi e, nel presente caso, distinguere fra IC e
DNA virale. In aggiunta calcolando il rapporto frantegrale dell’area del picco dinelting
corrispondente all’amplificato di interesse e larsottesa all'intero profilo della curva e
possibile ottenere un coefficiente che permetteatreggere i valori della fluorescenza. In
guesto modo e approssimabile il solo contributdataplificato di interesse (Ririe et al., 1997).

| risultati ottenuti nelle diverse prove sono stititavia insoddisfacenti; non € stato infatti
possibile realizzare una mix che permettesse dnyierare agli obiettivi prefissati. A
concentrazioni elevate di IC e corrispondenti prifeemetodica perdeva molto in sensibilita,
venendo precocemente amplificato il solo contral@rno a discapito del plasmide “492”. Al
contrario, diminuendo la presenza dei reagentingarte del controllo, 'amplificazione dello
stesso risultava incostante anche in presenzdatiei quantita plasmide “492” e quindi privo di
utilita. Si e conseguentemente optato per rinuacaiutilizzo del controllo interno nellambito

di questa metodica al fine di beneficiare delle llmrgperformance diagnostiche. Deve tuttavia
essere ricordato come, anche in assenza di ICniuiaprocedere della reazione, si possano
sviluppare dei filamenti di dsDNA aspecifici, inrpaolare nei campioni sperimentali. Sebbene
anche in questo caso sia applicabile il corretfgpra descritto, questo aggiustamento si fonda
sullo studio della curva dinelting e quindi dei quantitativi finali di DNA. Al contrep la
guantificazione si basa sull’analisi della fluoresza durante la fase esponenziale della reazione.
Conseguentemente, data la complicazione tecniGamdetata da un’ulteriore elaborazione dei
dati e constatato che I'esito sarebbe egualmermprossimazione della reale quantificazione,
si e optato per non applicare questo proceduraaipmni sperimentali, accettando i limiti

intrinsecamente propri della metodica.

9.3.3. Degradazione degli standard.

Ai fini della quantificazione il softwate richiedénserimento di un punto della curva standard
onde poterla riproporre nello specifico esperimeAffinché la quantificazione sia riproducibile

e necessario che la concentrazione dello standaguanto piu simile possibile a quella fornita
in sede di preparazione della curva. Tuttavia,artipolare se non congelato ed a concentrazioni
non elevate il DNA va inevitabilmente incontro adeneni di degradazione. Sebbene sia stato
dimostrato che i plasmidi presentano un’elevataist&sza anche in queste condizioni

(Dhanasekaran et al., 2010) e inevitabile che gseslegradino progressivamente. Si € quindi
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provveduto a generare nuove curve standard e #dustestalle precedenti ogni qualvolta si
riscontrasse un incremento nel valore dei Cp defladard.

9.4. ESTRAZIONE DEL DNA DAI CAMPIONI DI TESSUTO
In sede di estrazione del DNA virale non si sorespntati problemi degni di nota. L'utilizzo del

Hybaid RiboLyzer e la scelta dello specifico pratibm, comprensivo di digestione overnight,
sono stati adottati in quanto determinanti una imigl omogeneizzazione e lisi del campione.
L’analisi dei risultati inerenti all'efficacia distrazione del controllo interno ha permesso di
riscontrare una differenza statisticamente sigaifi@ fra il quantitativo di DNA inoculato e

quello effettivamente estratto (fig. 15).

Amplification Curves
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Fig. 15. Efficienza di estrazione. In arancione =)10° di IC; in rosso = copie estratte a partire da 2X1Dcopie
di IC; in verde = controllo negativo.

Nello specifico si € osservato una concentrazioferiore di oltre venti volte, evidenziando un
efficienza di estrazione piuttosto bassa (4,52%)adhtrario non si € dimostrata una differenza
significativa nell’efficienza di estrazione fradee matrici considerate e fra i diversi replich8.
costanza di questo parametro € in primo luogo Ques#o necessario per la comparazione di
campioni diversi. Ai fini di una futura implementage del test, sarebbe possibile utilizzare |l
plasmide IC come “full-process IC”. L'aggiunta duepto durante la fase di estrazione
permetterebbe infatti di individuare eventuali pierddi DNA target legate a deficit durante
guesto processo. | limiti manifestatisi in sedeeslirazione, sicuramente degni di nota, devono
tuttavia essere considerati in chiave pratica. Letodiche confrontate, ed in particolare la
PROBE, hanno rivelato nel loro complesso una sém&ibconsiderevole, rendendo
complessivamente soddisfacenti i risultati ottenéi stato precedentemente riportato come
diversi studi abbiano correlato i titoli virali allstato clinico dell’animale. Tuttavia quanto

appena evidenziato, in accordo con quanto riportioHjulsager et al. (Puvanendiran et
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al.,2011), rende manifesta I'impossibilita di deénun cut off di salute/malattia universalmente
valido. Allo stato attuale i termini della classdizione dipendono dai protocolli e dalla
strumentazione utilizzati e conseguentemente ercrii interpretazione devono essere definite
da ciascun laboratorio. Conseguentemente qualoraesiderasse in futuro estendere le
applicazioni delle diagnostiche confrontate andteedaagnosi clinica di malattia la bassa resa di

estrazione non rappresenterebbe un ostacolo.

BUFFER AE
L’analisi dei buffer AE inerenti i singoli gruppi dampioni ha rivelato alcune positivita. Cio ha

ovviamente posto il problema di discriminare sestgielerivassero da una contaminazione della
singola aliquota o piuttosto del reagente nella ®ialita. L’analisi delle rimanenze dei kit
precedentemente usati ha permesso di escludergulfirea eventualita. La possibilita di un
interessamento della singola aliquota appare unegapone plausibile in funzione della
prossimita spazio-temporale delle operazioni ingl&strazione dei campioni sperimentali e il
prelevamento della quota di buffer di eluizione.drasenza di elementi virali 0 quantomeno del
loro materiale genetico nel’ambiente, nella stratagione usata e sugli operatori rappresenta
un’eventualita tutt’altro che remota. In tal sersmecessario evidenziare come limiti di tipo
strutturale e logistico abbiano impedito di ottenape in pieno a tutte le pratiche finalizzate a
minimizzare questa tipologia di rischi. In part@a non e stato possibile utilizzare nellambito
delle fasi di preparazione degli standard e deitrotin positivi strumentazioni dedicate. In
aggiunta l'accesso del personale nelle aree ad@itpuesto scopo dovrebbe essere ridotto
all'essenziale, provvedimento ovviamente inapplieabin un laboratorio, modesto per
dimensioni, ed adibito anche ad attivita didattiCattavia il risconto di positivita ad entrambe le
metodiche fa propendere maggiormente per una comaaane da parte di DNA virale piuttosto
che plasmidico. Gli inserti infatti risultano spfediciascuno per una sola delle coppie di primer.
L’'assenza di una correlazione temporale fra le rdvgositivita lascia presupporre l'efficacia
delle buone pratiche di laboratorio applicate pritdngrocedere all’'estrazione della dozzina di
campioni successiva. In funzione di queste conaxieni, esclusi i campioni corrispondenti ai
buffer AE risultati positivi, & stato possibile agse la validita dei risultati inerenti gli altiotti.
L'utilizzo della seconda aliquota a disposizionepeamesso di effettuare una nuova estrazione e

di evitare la perdita di dati.

9.5. VALIDAZIONE
Durante I'esecuzione delle prove necessarie aliaid®ne delle caratteristiche analitiche della

metodica si sono presentate diverse difficolta’otedinimento di soggetti negativi. Tutti i
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soggetti testati, inizialmente selezionati sulladdell’eta al fine di minimizzare la probabilita
che fossero infetti, si sono rivelati positivi. &iquindi optato per I'individuazione di soggetti
sieronegativi sia alle IgM che alle IgG e quindorieamente mai venuti a contatto con |l
patogeno nel breve (IgM) e nel lungo periodo (IgGYisultati positivi ottenuti tramite la
metodica PROBE nei due soggetti considerati harmvtamente richiesto un approfondimento
delle indagini. Si é infatti sospettata una possitiarenza di specificita, conseguente al
riconoscimento da parte dei primer e della sondaeduenze proprie di PCV1. In primo luogo si
e proceduto al’esame della sequenza compresapiianer P1570F/P1642R e 83F/83R. A tal
fine le corrispondenti regioni del genoma di PC\ha state allineate tramite Clustal w2
(www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2) a tutte le saqe di PCV1 ottenute tramite ricerca in
Pubmed. Scarsamente significative si sono rivé&afeercentuali di identita fra le sequenze dei
primer 83F e 83R utilizzati nella metodica SYBR iedjenoma di PCV1. Inoltre I'elevato
numero di polimorfismi presenti nella sequenza ca®@ fra questi permetterebbe di
differenziare un eventuale amplificato aspecifi@ntite I'analisi della curva danelting

Le similarita delle sequenze per quanto concemsagenti utilizzati nella metodica PROBE si
sono rivelate maggiori (tab. 26). In aggiunta eessario considerare come le identita di
sequenza interessino tratti particolarmente del&dini della specificita della metodica quali le
estremita 3’ dei primer e l'estremita 5’ della sandPer comprendere la reale origine della
positivita due campioni di linfonodo, appartenemg8oggetti diversi, sono stati sottoposti a PCR
utilizzando le coppie di primer 492F/492R e 83F/88&toposti a elettroforesi su gel di agarosio
(per valutare la presenza o meno di amplificatted#imensioni specifiche) e quindi sequenziati.
| cromatogrammi ottenuti sono stati analizzati coih software Finch TV
(www.geospiza.com/finchty/mentre le sequenze consenso, da sottoporre awsiaBBAST,
sono state ottenute con Chromas Pro 1.5 (Techoely§ity Ltd). Il software ha rivelato una
percentuale di identita delle nostre sequenzetts@dle corrispondenti sequenze di PCV2 pari
rispettivamente al 99 e 100% e del 84% e 85% tigmdte corrispondenti sequenze di PCV1.
Questo risultato ha evidenziato una reale positipier PCV2, in conflitto con i risultati della
sierologia. Le possibili spiegazioni sono varie.ipotesi € che si tratti di un infezione recente,
per la quali non sia trascorso tempo sufficient® aviluppo di una rilevabile risposta
immunitaria. Sfortunatamente i soggetti in questisono stati sacrificati, rendendo impossibile
il monitoraggio della sieroconversione. E tuttaggualmente possibile trarre alcune conclusioni
a riguardo. Trattandosi di animali adulti ed allevia presenza di altri soggetti rivelatisi
sieropositivi € improbabile che questi siano verutontatto con l'infezione solo poco prima

della macellazione. Inoltre successive analisi baewidenziato la positivita dei soggetti in
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diversi tessuti (polmone, linfonodo inguinale er@je L'evidenza di viremia e di un’ampia
diffusione in tessuti diversi fa presumere chefé&mione sia iniziata diversi giorni prima,
rendendo improbabile questa ipotesi. Sebbene Saritte uno stato di immunodepressione
associato ad una diminuzione dei titoli anticorpedi soggetti infetti, questo riguarda individui
affetti da PCVD e quindi tipicamente soggetti giovdn ogni caso I'autore non & a conoscenza
di articoli in cui siano riportati animali, soprassuti fino all’eta adulta, incapaci di montare in
senso assoluto una risposta immunitaria dopo Piofee con virus non inattivati. La graduale
diminuzione dei titoli anticorpali € altresi fortemte improbabile in funzione della significativa
durata dellimmunita e del perpetuarsi dello stimoblntigenico in individui infetti.
Conseguentemente, sebbene non possano esserei esplossibili limiti della metodica
sierologica e quindi I'eventualita di essersi confati con dei falsi negativi, I'interrogativo
apertosi in tale frangente meriterebbe sicuramantéuturo approfondimento date le notevoli

implicazioni in termini patogenetici, epidemiologediagnostici.

5'- PROBE P1591 PRIMER P1640R3’
ACCAGCAAT CAGACCCCGT TGGAATGGTACTC CTCAACTGCTGTCCCAGCTG

khkk khkkkkhkhkkhkkx Fhkhx khkkkhkkkhkkkdkkx d*xxk *k kkkkhkkkhkkx EEEEE R LR EEEEE R E SRS

Tab. 26. * siti di omologia fra la sequenza di PCV2ompresa fra i primer P1570F e P1640R e la
corrispondente regione di PCV1.

9.6. SPECIFICITA :PCV1 vs PCV2
A prescindere dalle evidenze sopra riportate, lianm silico dell’elevata percentuale di identita

di sequenza fra i Circovirus suini nella regionenpoesa fra i primer 1579F e 1642R ha reso
necessario un approfondimento di questa problemaBionfermata la presenza di PCV1 nella
linea cellulare utilizzata nonché la specificitai ¢ggimer PCV1F e PCVI1R tramite corsa
elettroforetica degli amplificati, si & proceduttaaalisi dell’estratto di PK-15 seguendo la
metodica PROBE. Sebbene I'analisi della fluoresaesabia evidenziato un incremento della
stessa nei campioni corrispondenti alle diversaizidni di PK-15 questa presentava un
andamento anomalo (fig. 16). L'assenza di un nptioto di flesso rende impossibile allo
strumento il calcolo della derivata seconda e cgusetemente tutti questi campioni sono stati
classificati come negativi 0, al massimo, dubbinssgguentemente la presenza di PCV1 nei
campioni sperimentali non dovrebbe essere all'negli false positivita. In aggiunta, in presenza
di coinfezione da parte dei d@@rcovirus, la maggiore affinita di legame dei primer specific
dovrebbe dare origine al fenomeno della “PCR-sletin funzione del quale, in presenza di
DNA target diversi, il rapporto fra ghutputdi reazione risulta maggiore del rapporto fra gli
input, risultando in un over-amplificazione del templaterso il quale i primer manifestano

maggior specificita (Polz et al., 1998). Infine ndeve essere dimenticata la scarsa prevalenza
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dell'infezione da PCV1 nella popolazione suina. [&ste la letteratura non sia cospicua, studi
eseguiti negli USA hanno riportato una sieropravade del 21,6% ed una prevalenza
dell'infezione del 2,4% (Puvanendiran et al., 2011)

Tuttavia non potendosi escludere aprioristicamentgelieve sovrastima dei titoli virali di PCV2
determinata dalla presenza di PCV1 si & provat@ladinare il rilevamento di quest'ultimo

sfruttando un incremento delle temperatura di alimggaxtension.

Amplification Curves
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Fig. 16. Diluizioni in base 10 del DNA estratto d&PK-15. Annealing/extension a 60°C. In rosso =
positivi (controllo positivo); in blu = dubbi, in verde = negativi

La stabilita del legame fra due filamenti di DNAunzione della numerosita e della forza dei
legami insorgenti fra le basi. Conseguentementmecnemento della temperatura, in presenza di
diversi mismatches, determinera una maggiore dexmtme della doppia elica di DNA o, nel
nostro caso, un minor appaiamento dei singoli fdatn

Innalzando la temperatura fino a 65°C € stato pdsesbttenere I'amplificazione dei soli
campioni di PCV2 senza che si osservasse alcuenmarto della fluorescenza al di sopra del

background per quanto concerne i campioni pos#&iWWwCV1 (fig. 17). L'analisi della curva

standard ha evidenziato performance compars PERFORMANCE
: : L LOD 4,72 X 108 Cp=33,49+0,02
a quelle riscontrate alle precedenti condizior.(t @p g
. o . RANGE 4,72 X 16-4,72 X 1

27). Confrontando i campioni speriment (r=-0,999 =0,999)

— - . E(%) 89,6
esaminati con entrambi i protocolli il T-studen Errore 0.02
test a due campioni accoppiati non ha evidenz CplC 32,57+1,27

Conc. Target 4,72 X 10

alcuna differenza statisticamente significatiVilap, 27, performance della curva standard

Identici risultati sono stati raggiunti dall ittggfée con temperatura di annealing/extension
comparazione sia dei Cp che dei titoli virali,

ottenuti con entrambi i protocolli, delle reaziamicui era stata prevista la presenza, a differenti
diluizioni, di ambedue i virus rispetto ai risultascontrati in presenza del solo PCV2 (fig. 18;

fig. 19). Non si e infatti evidenziata una diffezanstatisticamente significativa né in funzione
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del protocollo termico usato né della presenza aaragel DNA di PCV1. L’insieme di queste
considerazioni ha permesso di asserire la valgitadati precedentemente ottenuti.

Amplification Curves
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Fig. 17. Diluizioni in base 10 del DNA estratto d&PK-15. Annealing/extension a 65°C. In rosso = poait
(controllo positivo); in blu= dubbi; in verde = negativi. Risultano positive le sole diluizioni del phsmide P1-1C
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Fig. 18. Diluizioni dell'estratto 4699D4-1 in asseze ed in presenza di un quantitativo costante di ratto di
PK-15. Annealing/extension a 65°C. In rosso = poait; in blu = dubbi; in verde = negativi
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Fig. 19. Diluizioni dell'estratto di PK-15 in presenza di un quantitativo costante di estratto di 46994-1.
Annealing/extension a 65°C. In arancione ¢ riportat la fluorescenza corrispondente al solo 4699D44h.
rosso = positivi; in blu = dubbi; in verde = negatvi.
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9.7. rt-PCR SUI CAMPIONI SPERIMENTALI E ANALISI STA TISTICA

9.7.1. Metodiche

In considerazione del ruolo di Gold standard tipieate attribuito all'immunoistochimica si
proceduto col valutare in primo luogo il grado dicardo sussistente fra questa ed i risultati
ottenuti tramite le due metodiche di rt-PCR (te). 2

IHC
K Sp Se
PROBE | 0,124+0,018* 98,6% 30,8%
SYBR | 0,636+0,046* 82,4% 89,7%

Tab. 28. * = p<0,05
Confronto fra metodiche assumendo come Gold standdi’IHC

Da una prima analisi € risultato evidente il maggiocordo della metodica SYBR rispetto alla
PROBE, caratterizzata da maggior sensibilita méefoente carente in termini di specificita.
Tale affermazione si fonda tuttavia sul presuppadtattribuire alllHC una sensibilita del
100%, ossia un’assoluta capacita di individuare eopositivi soggetti infetti. Le reali
performance diagnostiche della suddetta metodinasbeiscostano dal quadro appena delineato.
Sebbene sia universalmente riconosciuta come udovatrumento nella diagnosi di malattia,
presenta evidenti limiti nella diagnosi del solatstdi infezione. E stato infatti dimostrato come
si rendano necessari titoli virali pari a®¢6pie di genoma di PCV2 per 500ng di DNA affinché
sia dimostrabile una positivita alllHC (Brunburg al., 2004). Il confronto fra i campioni
positivi e negativi alllHC ha evidenziato titolignificativamente piu alti (p<0,05) nei primi
rispetto ai secondi (fig. 20; fig. 21) (tab. 29).

In aggiunta e interessante notare che i piu basdi ¥irali quantificati tramite le metodiche
PROBE e SYBR attribuibili a campioni positivi alllC sono stati rispettivamente 133 e 2876
copie/mg (tab. 36).

PROBE SYBR
PARAMETRO IHC - IHC + IHC - IHC +
Media 1,20 X10 9,46 X106 1,27X10 3,97 X106
Mediana 19,63 8,93X10 0 1,38 X16
Dev.Standard 1,40 X160 3,21 X106 1,96 X16 1,72 X106

Minimo 0 0 0 0
Massimo 2,22 X106 2,56 X10° 3,68 X10 1,40 X16°
Range interquartile |381,2 5,20X18 0 6,28 X10

Tabella 29 Statistiche descrittive delle due metodhe classificate in base ai risultati del’'lHC
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Questo riscontro suggerisce come gli scarsi accdrdile metodiche considerate siano con tutta
probabilita da ricondursi ad una mancanza di sénaillel Gold standard. Si sono quindi

confrontate fra loro rinunciando all’assunto inieiéab. 30).

K Se Sp
IHC PROBE SYBR IHC PROBE SYBR IHC PROBE SYBR
IHC 0,124+0,018* | 0,636+0,046* 22,2% | 61,6% 99,1% | 96,2%
PROBE | 0,124+0,18* 0,175+0,022* | 98,6% 99% 30,8% 33%
SYBR | 0,636+0,046* | 0,175+0,022* 82,4% | 29,8% 89,7% | 99,1%

Tab. 30. * = p<0,05
Confronto fra metodiche; in colonna é riportata lametodica assunta come riferimento.

Assumendo come metodiche di riferimento le analisibiologia molecolare si e potuto
evidenziare quanto precedentemente supposto; I'fi€Senta infatti dei rilevanti limiti di
sensibilita nel confronto con ambedue le metodisbbpene piu spiccati nel caso della PROBE.
Come facilmente desumibile dal buon accordo sustistfra IHC e SYBR, il confronto fra le
metodiche di rt-PCR ripropone lo scenario precezfepnte descritto: uno scarso accordo
caratterizzato, a seconda del riferimento scel®, sdarsa sensibilitd del SYBR o scarsa
specificita della PROBE.
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Fig. 20. Boxplot di confronto fra i titoli virali Fig. 21. Boxplot di confronto fra i titoli virali
riscontrati tramite PROBE in campioni riscontrati tramite SYBR in campioni positivi e
positivi e negativi all'lHC negativi all'lHC
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9.7.2. Matrici

Le caratteristiche del materiale biologico da cistato estratto il DNA possono interferire in
vario modo nella reazione di PCR e conseguentemeaterisultati della diagnostica. In
considerazione del fatto che la presenzaids riconducibili all’effetto di singole matrici puo
ovviamente condizionare le conclusioni ottenutdaditalita dei campioni, si € optato per una
disamina piu approfondita di quest’ultime. Uno $budreliminare ha indagato I'accordo delle
diverse metodiche nell’ambito di specifici tesslitriscontro di una piena concordanza, anche se
limitata a singoli organi, avrebbe infatti reso vaiteriori confronti, rimandando a ragioni di
ordine pratico ed economico la scelta della diago@sitilizzata. Dalla tab. 31 (A,B,C,D,E) &
possibile constatare come la tendenza evidenzaka globalita dei campioni si ripresenti nelle
singole matrici. Un accordo eccellente e riscornleafsa le metodiche SYBR e IHC nel solo
linfonodo inguinale, mentre sostanziale risultacd@ardo in ileo e linfonodo mediastinico. Al
contrario la PROBE presenta un accordo lieve oadsimo discreto con entrambe le metodiche
in tutti i tessuti considerati. Cio permette dieniere secondaria I'influenza della matrice nel
determinismo delle differenti performance. Ciondaote il riscontro di diverse sensibilita e
specificita diagnostiche evidenti al variare deltfano pone egualmente I'accento sulle diverse
potenzialita dei vari tessuti. Si € quindi optaéw palutare i risultati di ogni singola metodica ne

cinque organi a disposizione (tab. 32; tab. 33; 34b).
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K Se Sp
LINF. I.
IHC PROBE SYBR IHC PROBE SYBR IHC PROBE SYBR
IHC 0,175+0,046*| 0,857+0,07* 25,89 88,2% 100% 97,4%
PROBE | 0,175+0,046* 0,17540,046 100% 100% 37,2% 37,3%
SYBR | 0,857+0,070*| 0,175+0,046% 88,29 25,8% 97,406 100%
A
K Se Sp
POLM.
IHC PROBE SYBR IHC PROBE SYBR IHC PROBE | SYBR
IHC 0,056+0,020 | 0,378%0,095 13,39 32,3% 100%  98|6%
PROBE | 0,056+0,020 0,188+0,046 100% 100% 21, 7% 27|8%
SYBR | 0,378+0,095*| 0,188+0,046% 90,9% 37,3% 77,2% 10006
B
K Se Sp
ILEO
IHC PROBE SYBR IHC PROBE | SYBR IHC PROBE | SYBR
IHC 0,097+0,039*| 0,730+0,090 22,19 77,8% 95,800 95,7
PROBE | 0,097+0,039* 0,09740,0391 94,49 94.49% 27,706 27,1
SYBR | 0,730£0,090*| 0,097+0,039% 77,89 22,1% 95,206  95,8%
C
K Se Sp
LINF.M.
IHC PROBE SYBR IHC PROBE | SYBR IHC PROBE | SYBR
IHC 0,145+0,057 | 0,745%0,107 34,1% 84,60 100p6 91,1%
PROBE | 0,145+0,057 0,132+0,053 100% 100%o 22,9% 22,P%
SYBR | 0,745+0,107*| 0,132+0,053 786% 31,7% 94,3% 100%
D
K Se Sp
TONS.
IHC PROBE SYBR IHC PROBE | SYBR IHC PROBE | SYBR
IHC 0,171+0,047*| 0,574%0,1097 22,69 55% 100% 96,1%
PROBE | 0,171+0,047* 0,252+0,0577 100% 100% 41,5% 44, 1%
SYBR | 0,57440,109*| 0,252+0,0574 78,69 32,3% 89% 10006
E

Tab 31. * = p<0,05
(A,B,C,D,E) Confronto fra diverse metodiche in funione della matrice testata. In colonna é riportatda
metodica assunta come riferimento.
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=

IHC 'I,'\INGFSHXES POLMONE ILEO M"E'B'I':Agﬁﬁ\ﬁ)go TONSILLA
K 0,584+0,116* | 0,824+0,076* 0,845:0,086* | 0,876:0,0704
oy | se 81,8% 83,3% 85,7% 92,9%
Sp 90,5% 97,4% 97,1% 97,3%
K | 0,584x0,116* 0,560+0,116* 0,656+0,124* | 0,459:0,136"
POLMONE | se 52,9% 50% 57,1% 42,9%
Sp 97,4% 97,5% 100% 96,3%
K | 0824+0,076*| 0,560+0,116% 0,896:0,072% |  0,683+010
ILEO Se 88,2% 81,8% 85,7% 78,6%
Sp 96,1% 89,8% 100% 93,8%
K | 0,845:0,086*| 0,656+0,124% 0,896+0,07p* 0,775+0,106*
ey | se 92,3% 100% 100% 90,9%
Sp 94,3% 85,4% 94,6% 91,4%
K | 0876+0,070¢| 0,458+0,136% 0,683+0,104* 0,775+0,106*
TONSILLA | se 86,7% 66,7% 68,8% 76,9%
Sp 98,6% 90,7% 96,2% 97%

Tab. 32. * = p<0,05 Confronto fra le diverse matgi testate tramite IHC. In colonna é riportata la matrice
assunta come riferimento.
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PROBE 'I,'\INGFSHXES POLMONE ILEO M"E”E\)'I':A%%\ﬁ)go TONSILLA
K 0,306£0,105* | 0,312¢0,10§* 0,5:0,136* | 0,2010,10§
LINFONODO  {g¢ 76,6% 77,5% 80% 76,3%
INGUINALE
Sp 61,1% 56,5% 87,5% 43,3%
K | 0,306+0,105* 0,378:0,110% 0,292+0,179* | -0,04+0,093
POLMONE  [se 89,4% 89,3% 90,2% 829%
Sp 37,9% 45,8% 37,5% 17,6%
K | 0,312:0,106* | 0,378:0,110% 0,321:0,167* |  0,297+01
ILEO Se 84,6% 83,8% 85,4% 85,2%
Sp 44.8% 57,0% 50% 42,4%
K | 0,500£0,136* | 0,292+0,179% 0,321+0,167* 0,189+0,133]
raiivyiaser sl 97% 88,1% 89,7% 89,3%
Sp 46,7% 42,9% 40% 27,8%
K | 0201:0,108 | -0,04+0,092| 0,297+0,102* 0,189+0,133
TONSILLA  |se 72,6% 64,1% 73,2% 65,8%
Sp 48,1% 35,3% 60,0% 62,5%

Tab. 33. * = p<0,05 Confronto fra le diverse matii testate tramite PROBE. In colonna é riportata lamatrice
assunta come riferimento.
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SYBR Ifrl\JNGFSHSEEO POLMONE ILEO MLEIIISII',:A%"\II'RIEI)C(Z)O TONSILLA
K 0,571%0,095* | 0,754+0,088* 0,742+0,108* | 0,565+0,111f
ooy |se 53,6% 77,8% 84,6% 57,0%
Sp 97% 96,1% 91,4% 94,3%
kK | 0,571+0,095* 0,589+0,002% 0,619+0,120* | 0,484+0,100F
POLMONE  |se 88,2% 88,9% 84,6% 75%
Sp 83,3% 84% 83,3% 81,3%
kK | 0,754+0,088* | 0,589+0,002+ 0,70120,113* |  0,520+0411
ILEO Se 82,4% 55,206 84,6% 68,8%
Sp 94,8% 97,1% 88,9% 88,5%
K | 0,742¢0,108* | 0,619+0,1204 0,7010,11B* 0,835:0,092]
DA | se 78,6% 64,7% 73,3% 91,7%
Sp 94,1% 93,8% 94,1% 94,1%
K | 0,565£0,111* | 0,484:0,1004 0,520+0,111* 0,835+0,092*
TONSILLA  |se 73,3% 51,7% 68,8% 84,6%
Sp 89,2% 92,4% 88,5% 97%

Tab. 34. *= p<0,05 Confronto fra le diverse matrictestate
assunta come riferimento.

tramite SYBR. In colonna ¢ riportata la natrice
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La prima conclusione che e stato possibile trage quanto concerne I'accordo fra i diversi
tessuti € che questo risultava complessivamentedaa moderato nel caso della PROBE e da
moderato a perfetto nel caso del SYBR. In assenaa drgano assumibile univocamente come
riferimento, € stata calcolata, per ciascun tesdatmedia di sensibilita e specificita derivante
dai confronti con gli altri organi (tab. 35). Sigaindi osservato che, per la metodica PROBE, i
valori di sensibilitd e specificita piu elevati orottenibili rispettivamente dal linfonodo

mediastinico e inguinale; alla tonsilla e al polrmosono invece attribuibili le peggiori

performance in termini di sensibilita e specificita

LINFONODO LINFONODO
INGUINALE POLMONE ILEO MEDIASTINICO TONSILLA
Msg. 85,92+4,26% | 50,7245,18% |83,57+£3,67% 95,80+4,23% T4,77+7,87%
He |- (Media)
(Mggia) 95,57+2,93% | 97,8%£1,35% |94,92+3,70% 91,42+3,70% 95,62+2,97
Se 77,60£1,45% | 87,73+3,32% |84,75+0,62% 91,03+3,50% 68,9314,03%
(Media)
PROBE
(Migia) 62,10+16,05% | 34,70+£10,41% | 48,78t5,94% 39,35+7,08% 51,70£10,99%
Se 68,47+£13,04% | 84,17+5,54% |72,75+11,8% 77,07£9,79% 69,60+11,83%
SYBR (Media)
(Mggia) 94,70+£2,14% | 82,97+1,01% |92,32+3,72% 94,02+0,13% 68,67+£12,08%

Tab. 35. Media dei valori di sensibilitd e specifita ottenuta, per ogni metodica, dal confronto di @mscuna
matrice con i risultati deqli altri organi, assunti come riferimento.

Dall'analisi dei titoli virali si sono potuti evigeiare interessanti elementi. In primo luogo per
tutti i tessuti era riscontrabile un’evidente diffnza in termini di media e mediana fra i
campioni positivi 0 negativi all'lHC. Questo perreetli supportare ulteriormente la maggiore
sensibilita diagnostica della rt-PCR approntatambido congruo il range compreso fra il 25th e
il 75th percentile risulta di gran lunga inferianei campioni negativi (fig. 22; fig. 23; tab. 36).
Cio evidenzia un disaccordo fra le due metodichecentrato in particolare nel limite inferiore
della titolazione virale e quindi suggestivo di waaenza della metodica usualmente considerata
come standard nel rilevare limitate quantita di RC8olo raramente si sono riscontrati titoli
elevati in assenza di positivita all'lHC. Sebbea sia escludibile come causa una mancanza di
specificita riconducibile alle caratteristiche detbazione o ad errori in fase di processazione ed
analisi del campione, e altresi necessario ricerdame altri studi (Brunborg et al., 2004;
Krakowka et al., 2005) abbiano riscontrato risukwaialoghi: alti livelli di positivita tramite PCR

od isolamento virale accompagnate da assente saspasitivita all'l[HC. Non essendo stato
possibile definire con certezza il reale stato stejgetti € solamente possibile accampare delle

ipotesi. Il riscontro di titoli elevati rende mepmbabile I'evenienza di una falsa positivita legat
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a cross-reattivita con altri patogeni e consegueetge, fatte salve le obiezioni precedenti,
risulta piu facilmente adducibile un limite dellaetadica di confronto. In tal senso I'analisi
istologica, basandosi su sottili sezioni di tessuisulta meno rappresentativa dello stato
dell’organo nel suo complesso.

Procedendo con la disamina, nei diversi tessutltas positivi all'l[HC, si & potuta evidenziare
una differenza, sebbene statisticamente non stgiife (p = 0,132), fra le mediane associate
alle diverse matrici (fig. 22; tab. 36). In partime il linfonodo mediastinico e risultato
presentare titoli piu elevati oltre ad una maggivagiabilita negli stessi. L'evidenza di una
maggiore carica virale, compatibile con la patogendell'infezione, permetterebbe di
giustificare la maggiore sensibilitd diagnostica @sko associata (tab. 35). Parallelamente
'analisi dei titoli in tessuti negativi allimmunstochimica (fig. 23) ha evidenziato titoli
significativamente piu elevati a livello del linfodo mediastinico e del polmone . In particolare
per quest’ultimo, fra le possibili spiegazioni €omamente adducibile una mancanza di
sensibilita dell'lHC. Infatti, dal confronto fradiversi organi esaminati con questa metodica il
tessuto polmonare presenta la minor sensibilitaiamegustificando quindi la necessita di titoli
virali maggior ai fini di una corretta classificame. Per quanto concerne il linfonodo
mediastinico, considerando i risultati sopraccitdtitropismo del virus e la probabile via di
infezione, é plausibile che in questa tipologidgedisuto si riscontri una piu elevata prevalenza ed

intensita di infezione.
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Esaminando la metodica SYBR, maggiore sensibilitstag¢a ottenuta nel polmone mentre la

specificita media é risultata massima a livello lileflonodo inguinale. Il tessuto tonsillare e
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risultato invece carente (ca.70%) per entrambiraetri, caratteristica riscontrabile in tutte le
metodiche considerate, con la sola eccezione dekgificita nel’lambito dellIHC (tab. 35).
Paradossalmente dal confronto fra i tessuti, dléiiensillare, si sono osservati titoli elevatasi
in SYBR che in PROBE (fig. 22; fig. 24). Risultaffaile addurre spiegazioni convincenti a
giustificazione di questo riscontro. E tuttaviailedpotizzare che a fondamento vi siano le
caratteristiche biologiche dell'interazione viruspde. Le tonsille rappresentano la prima sede di
ingresso e replicazione del virus, conseguentemeoite &€ improbabile identificare a questo
livello titoli elevati. L'entita della disseminazie e replicazione a livello sistemico possono
viceversa risultare estremamente variabili, in fone della presenza dei diversi co-fattori
precedentemente descritti. Appare quindi plausilailpresenza di infezione in questo distretto
senza che questa sia riscontrabile in altri organgquanto non ancora o troppo debolmente
interessati da PCV2.

L’elevato accordo fra IHC e SYBR ed il consegueasgguo numero di campioni negativi al
primo e positivi al secondo rende difficile ripraoelin questo contesto il confronto dei titoli
virali eseguita nel caso della PROBE. In tali camahi infatti i valori estremi presentano un
peso relativo di gran lunga superiore, deviandswdéitoli piu elevati le statistiche descrittive.
Ciononostante € comunque possibile identificare tramd analogo al precedente metodo,
caratterizzato da medie e mediane piu basse edange rinterquartile minore nei campioni
negativi alllHC (tab. 36). Il confronto dei titolivirali non ha evidenziato differenze
statisticamente significativa fra le diverse matiredipendentemente dalla positivita 0 negativita

all'lHC (fig. 24; fig. 25). Di interesse e altra@sparagone fra i risultati delle due metodiche dlop
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classificazione sulla base dellIHC (tab. 36). Meiersi organi la metodica basata sull’'uso di
oligonucleotidi marcati & stata in grado di rilexditoli virali di 2-3 gradi logaritmici inferiori
rispetto a quelli definibili con il SYBR GREEN InImodo analogo nei campioni positivi i valori
della mediana si sono rivelati invariabilmente gi@vati nel primo caso rispetto al secondo, con

la sola eccezione del polmone nei quali i val@ultavano dello stesso ordine di grandezza.

TITOLI PROBE TITOLI SYBR

TESSUTO PARAMETRO IHC - IHC + IHC - IHC +
Media 9,21X18 2,58X10 3,01X10 1,21 X16
Mediana 155,08 9,63X10 3,01X10 8,21X10
LINFONODO Dev.Standard 5,60x*0 3,02X10 4,26X10 3,77X10
INGUINALE Minimo 3,90 1,16 X1b 2205 1,27X16
Massimo 3,89x10 9,88X10 6,03X10 1,48X10
Range interquartild 599,50 5,21X10 - 4,87X10
Media 5,35X16 4,79X10 2,16X10 1,64X10
Mediana 491,5§ 1,015’@0 1487,5(; 1,21x§)

Dev.Standard 2,80X10 1X1 8,16X1 4,36X1
POLMONE Minimo 1,3 1,35X16 2422 1,35X16
Massimo 2,24X1H 3,44X10 3,69X10 1,40X10°
Range interquartild 7729,5 3,14%10 2,53X16 6,49X16
Media 3,92X10 2,10X10 2,55X10 2,80X10
Mediana 26,72 2,66X10 1,08X10 1,11X10
ILEO Dev.Standard 2,88x%0 6,79X10 3,80X10 7,95X10
Minimo 0,4 133 49,2 2876,2
Massimo 2,23X19 2,84X10 8,04X10 2,99X10
Range interquartild 122,2 9,04X10 6,57X10 1,13X10
Media 5,67 X10 2,99X10 5,34 X106 5,25X10
Mediana 206,087 1,11X10 5,34 X16 1,43X10
LINFONODO Dev.Standard 2,95x%0 6,67X10 7,55X10 1,30X10
MEDIASTINICO Minimo 9,8 1,42X16 2261,1 6096,6
Massimo 1,53X19 2,57X10° 1,06 X10 4,35X10
Range interquartild 633,8 2,98X20 - 2,09X16
Media 1,26X16 1,06X10 8,51X10 4,54X10
Mediana 144,9% 1,86X§0 260,8% 3,19x%§)
Dev.Standard 7,89x%0 2,41X1 2,45X1 7,51X1

TONSILLA Minimo 4 4,15 X10 51,9 1,86X10
Massimo 5,46X10 8,79X10 7,40X10 1,95X10
Range interquartild 503,1 5,65X10 1,29X10 1,33 X106

Tab. 36. Confronto fra i titoli dei campioni rivelatisi positivi con le metodiche PROBE e SYBR clas#ifti
sulla base dei risultati dell'lHC

In definitiva l'insieme dei dati ottenuti ha delate un quadro caratterizzato da un maggior
accordo fra I'HC e il SYBR rispetto alla PROBE gl confronto fra le metodiche che
all'interno delle stesse nella comparazione deieidivtessuti. Ad un’analisi superficiale si
potrebbe rapidamente asserire la scarsa accuralep@ostica di quest’'ultima, condizionata in
particolare da scarsa specificita. Tuttavia testd&ti sull’'utilizzo di una sonda marcata, se
correttamente disegnata, sono generalmente cara#tierda elevati livelli della specificita.

Risolti i limiti inerenti la capacita di discrimina fra PCV1 e PCV2, non sono stati individuati
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altri organismi presentanti omologie di sequeniialtafar supporre un cosi imponente riscontro
di falsi positivi.

Di particolare utilita € risultata I'analisi delteirve ROC. Definendo un numero di copie di DNA
virale inferiore al quale il campione veniva comseto negativo e stato possibile migliorare
significativamente le caratteristiche della PROBEparticolare in termini di specificita (tab.
37). Cio supporta ulteriormente quanto precedemésnaffermato. La marcata diminuzione dei
“falsi positivi” che si osserva per titoli viralilevati rende evidente come i limiti diagnostici
siano insiti primariamente nelllHC. Cio non stumes essendo questa parte del percorso
diagnostico assunto come riferimento per la diagnbsPCVD ma non nella diagnosi di
infezione. Miglioramenti meno pregevoli sono ottehinella metodica SYBR (tab. 38), anche in

considerazione del maggior accordo presente igrasente.

PROBE CUT OFF Se Sp SYBR CUT OFF Se Sp
LINFONODO 0 o LINFONODO o 0
INGUINALE 8,84X10 | 100% | 98,7% INGUINALE 1102,53 88,29 97,4%

POLM. 1,13X16 | 100% | 90,2% POLMONE 1,01X10 | 90,9% | 90,2%

ILEO 132,41 94,4%| 83,1% ILEO 1466,85 77,894 97,6%
LINFONODO 0 o LINFONODO o 0
MEDIASTINICO 9,47X1d | 100% | 97,1% MEDIASTINICO 4179,19 78,694 97,1%
TONSILLA 3,14X16 | 100% | 96,3% TONSILLA 1,08 X1d | 78,6%| 97,6%
TOTALE 1,13X10 | 95,9% | 94,9% TOTALE 2569 82,4%| 95,49
Tab. 37. Performance della metodica PROBE dopo  Tab. 38. Performance della metodica SYBR dopo
la definizione di cut-off la definizione di cut-off

Se la maggiore sensibilita della PROBE giustificpat se stessa la scarsa sensibilita riscontrata
assumendo come Gold standard altre metodiche,uddifficile spiegazione risulta lo scarso
accordo fra i diversi organi. E tuttavia possikitee minimi livelli di infezione, non rilevabili
con le altre tecniche, siano superiori al LOD d®ROBE solo in alcuni distretti. Al contrario
meno probabile che titoli piu elevati, riscontraljlindi tramite SYBR e IHC, siano limitati a
particolari organi. Tuttavia la mancanza di conagee sul reale stato di infezione rende di fatto
impossibile esprimersi con certezza sulle perfogeatei test.

In considerazione del ruolo attribuito all'lHC feetiagnosi di PCVD e dell’accordo fra questa e
la rt-PCR SYBR pu0 apparire razionale ipotizzaretilizzo di quest'ultima ai fini del
rilevamento dell’agente eziologico. Sebbene pedidgnosi di malattia risultino egualmente
necessari i riscontri clinici ed istologici, I'utiko della metodica in questione risulterebbe
egualmente vantaggiosa in termini di costi, pritjciempi e sensibilita. Ovviamente anche la
metodica PROBE, applicati i succitati cut-off, passere sfruttata a questo fine, con risultati
anche migliori. Tuttavia la maggiore complessitBadeeazione ed in particolare I'utilizzo di due

sonde marcate va a gravare inevitabilmente sui finati. Al contrario ai fini della diagnosi di
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infezione e del monitoraggio del contesto epideagimo aziendale, anche e soprattutto in
assenza di sintomatologia clinica, presenta maggantaggi la metodica PROBE. Valutare la
prevalenza dell'infezione, le caratteristiche dedlecolazione virale, il timing dell’infezione,

I'efficacia dei protocolli vaccinali e delle sceltmanageriali adottate richiede sovente di
confrontarsi con bassi livelli di infezione, rendenquindi prioritaria un’elevata sensibilita

diagnostica.
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10. CONCLUSIONI

L'impatto delle malattie ad eziologia multifattdeasta assumendo una crescente importanza
nella suinicoltura intensiva. Fra queste, alcun®lpgie ad eziologia virale quali le sindromi
sostenute da PCV2, hanno determinato un signiigatmpatto economico su un settore gia di
per se in difficolta. Una delle principali probletiche che riguardano I'approccio a queste
sindromi e rappresentata dall’evidenza che PCVZaisa necessaria, ma non sufficiente, dello
sviluppo di patologia clinica. Da cio consegue udaato, che la sola presenza di infezione non
implichi un reale problema per l'allevamento, daifo, che la presenza di PCVD non sia
attribuibile alla sola circolazione virale ma anchelacune di varia natura nella gestione
dell'allevamento. In tale contesto si integra l@soente importanza di strumenti diagnostici
sensibili e specifici, rapidi nel responso ed ecoied che permettano di aiutare il processo
diagnostico e guidare le scelte gestionali.

Il progetto di questa tesi si e quindi prefissatoalidare e comparare due metodiche di rt-PCR,
come tali teoricamente rispondenti alle carattehst sopraccitate, descritte in studi
sperimentali, al fine di valutarne I'applicabilit&lla pratica diagnostica.

L'impossibilita di individuare soggetti virologicaante negativi non ha permesso di portare a
termine la fase inerente la definizione delle daratiche analitiche, necessaria per una
completa validazione dei due test. La definizioe#adripetibilita, della sensibilita e specificita
analitica dovranno essere quindi oggetto di unaesgiva fase sperimentale. Tuttavia prove
preliminari eseguite nelllambito dello sviluppo ldeturve standard nonché i risultati ottenuti
dalla ripetizione dell'analisi di alcuni campionipesimentali, pur mancando del rigore
metodologico necessario per addurle come provandaiornito risultati incoraggianti,
fortemente indicativi del probabile futuro buontesdilella validazione. Particolare attenzione é
stata dedicata alla possibile interazione fra ¢jyomucleotidi utilizzati per la reazione della
metodica PROBE ed il genoma di PCV1. Sebbene gkodirda cui sono state ricavate le
sequenze dei primer e della probe (Opriessnig.e@D3; Opriessnig., 2009¢) non riportassero
la possibilita di cross-reattivita fra le due specé particolare attenzione fosse dedicata a questa
tematica, I'evidenza di interferenza e risultatdepa in questo studio. La successiva analisi
statistica dei dati ottenuti ha rivelato l'assendia una reale influenza di PCV1 nella
quantificazione dei titoli virali. Tuttavia, a samprecauzionale, per i futuri esperimenti si
consiglia di sfruttare il protocollo caratterizzada temperatura di annealing/extension pari a
65°C, rivelatasi in grado di evitare in senso asgsola detection di PCV1 senza pregiudicare le

performance della metodica.
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Un altro elemento di criticita nella valutaziondldgerformance delle metodiche confrontate e
risultato legato all’impossibilita di definire ureale Gold standard. Sarebbe opportuno per
perfezionare le conoscenze su sensibilita e speaifiliagnostiche definire dei riferimenti piu
attendibili rispetto alla sola IHC, rivelatasi care in sensibilita. Sfortunatamente la rt-PCR, in
termini generali, risulta fra le metodiche dotateméggior sensibilita, rendendo quindi arduo il
confronto con un’unica tecnica diagnostica. A camiz della specificita del metodo, una prima
misura puo essere rappresentata dal sequenziasistematico dei campioni risultati positivi.
Tuttavia anche in questo caso ci si scontrereblegitabilmente con i limiti di sensibilita
associati alla PCR classica ed al sequenziameatebBe quindi auspicabile la valutazione della
metodica nellambito di infezioni sperimentali, @atonoscere con certezza il reale stato
dell'animale. Questi confronti, associati ad untess valutazione della sensibilita e specificita
analitica dovrebbero fornire elementi oggettivi pemprovare le potenzialita delle metodiche.
Indipendentemente da queste considerazioni, irdatolti permettono egualmente di asserire
I'elevata sensibilita dei due test di biologia nualkare confrontati, in accordo con la precedente
letteratura (Brunburg et al., 2004; Kim et al., 2800priessnig et al., 2007b). In particolare la
metodica PROBE si € rivelata dotata di grande béiaj superiore sia all'l[HC che al SYBR,
permettendo la detection di titoli dell’ordine dcpia/mg di tessuto nonché il riscontro di titoli
mediamente superiori di 1,34 gradi logaritmici {dadn mostrati). La presenza dell'internal
control in questo test rappresenta inoltre un’dtergaranzia contro la presenza di falsi negativi.
Al contrario la metodica SYBR offre pregevoli riwtl in termini di specificita quando
comparata con I'lHC. La definizione di un cut-o#f moltre permesso di implementare I'accordo
fra le diverse metodiche ed in particolare quela PROBE ed IHC ottenendo maggiore
sensibilita e specificita comparabile con quellsepgabile in SYBR. Sarebbe tuttavia lecito
porsi I'interrogativo sulla reale utilita di unasicspiccata sensibilita. E infatti noto che soggett
anche positivi all'l[HC possono non presentare siamlogia (Krakowka et al., 2005). A
maggior ragione bassi titoli virali risultano sost@lmente trascurabili ai fini clinici. Le
metodiche qui studiate si prestano tuttavia ottimwai@ alla diagnosi di infezione, anche in
individui asintomatici. E gia stato sottolineatonm il semplice stato di infezione possa
riverberarsi, direttamente od indirettamente spkeformance produttive. Di ancora maggior
importanza risulta la possibilita di conosceredhtesto epidemiologico aziendale e di valutare
I'efficacia delle misure di profilassi diretta eddiretta adottate. Nel primo caso & possibile
sfruttare la mortalitd naturalmente riscontrataata parto, svezzamento e durante le prime fasi
dell'ingrasso. Settori questi particolarmente criper lo sviluppo di PCVD e di altre patologie

che possono beneficiare dello stato di immunodsmmes indotto da PCV2. Analoghe
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considerazioni possono essere fatte per quanteoonta patologia riproduttiva. In presenza di
aborti o natimortalita e infatti presumibile il prarsi dell'infezione fino a fasi avanzate dello
sviluppo fetale, caratterizzate da una distribueiolin PCV2 comparabile a quella dei suinetti
(Sanchez et al., 2003; Park et al., 2005). Glisdmelli di mortalita fra gli adulti rendono meno
adatta questa metodica ai fini del monitoraggio lded stato virologico. In tal senso una
proposta per il futuro é rappresentata dalla val@le e applicazione dei medesimi o analoghi
protocolli anche al siero o al sangue intero onelengttere la diagnosn vivo. La possibilita di
quantificare la carica virale offre un importaniiiss strumento per valutare l'impatto delle
misure di profilassi indiretta messe in atto penitare I'entita dell'infezione e delle sue
manifestazioni. E stato infatti dimostrato comatfoduzione di protocolli vaccinali nonché il
rispetto di alcuni requisiti strutturali o gestidir@biano un’influenza nel rapporto virus-ospite,
condizionando sia la replicazione virale che laac#p dell'ospite di opporvisi. Evidentemente
cio si riverbera sui titoli virali riscontrati, foendo quindi un parametro oggettivo sul quale
fondare l'analisi del rapporto costi/benefici. $otjuesto punto di vista la metodica SYBR si
presta meno ad un’accurata quantificazione, dovexssdere considerata piu propriamente semi-
quantitativa. L'impossibilita di integrare il cootlo interno, impedendo il monitoraggio della
presenza di fattori inibenti, rappresenta altrgsimportante limite sia in termini di sensibilita
che di accuratezza della quantificazione.

Fra le diverse potenzialita della titolazione \arali e quella di poter desumere da questa lo stato
clinico dell'animale. L'assenza di dati anamnesécia scarsita delle informazioni riguardo |l
guadro anatomopatologico hanno impedito di defitareondizione clinica dei diversi soggetti.
Non e stato quindi possibile identificare dei fitarali definibili come cut-off per lo sviluppo di
malattia. Non e altresi corretto ricavare questoreada precedenti studi ed applicarlo ai risultati
ottenuti essendo stata dimostrata una significativariabilita inter-laboratorio nella
quantificazione (Puvanendiran et al., 2011). Com mon si vuole negare la possibilita di
applicare le due metodiche nella diagnosi di malafatto salvo l'usuale iter diagnostico, queste
possono fare le veci dellIHC per quanto conceragilevazione dell’agente eziologico. La
possibilita di definire dei cut-off di positivitaepmette di ottenere infatti in entrambi i casi
performances del tutto comparabili all'lHC sia pensibilita che per specificita, beneficiando
nel contempo del minor tempo di processazione eliatl numeri di campioni. In aggiunta e
evidente che l'indicazione dei titoli virali, in s&ciazione alla sintomatologia clinica e alle
lesioni macroscopiche identificabili in sede necogsca, pud supportare maggiormente |l
clinico nella diagnosi di quanto non sarebbe pdsstmnoscendo la sola presenza o assenza di

infezione.
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La comparazione delle diverse matrici ha permessmlahtificare una certa influenza delle
stesse sia sulla sensibilitd/specificita delle miette che sulla quantificazione virale. Tuttavia
'accordo generalmente non elevato fra le matiecingl confronto fra metodiche che nell’ambito
della stessa metodica fra organi diversi, rendicdié identificare un tessuto d’elezione su cui
effettuare la diagnosi. Questo pu0 essere consegusia delle caratteristiche proprie delle
matrici che della biologia virale. Le matrici stath sono state infatti selezionate in quanto
rappresentative delle possibili vie di ingressouviels e della sua patogenesi. Conseguentemente
per massimizzare la sensibilita diagnostica siigliasgdi processare le diverse matrici analizzate
in questo studio.

Sebbene i risultati ottenuti si possano considecaraplessivamente soddisfacenti, rimangono
ancora molti spunti per il futuro. Imperativo saraompletamento della validazione nella sua
parte analitica e l'introduzione del siero o sanguero fra le matrici considerate. Significativa
risulterebbe I'implementazione del IC come “fullepess internal control”, al fine di monitorare
anche la fase di estrazione degli acidi nucleia.definizione di valori soglia determinanti lo
stato di salute/malattia appare un obiettivo re¢atiente facile da realizzare e di indubbia utilita
clinica. Come per tutte le diagnostiche fondate sldvamento dell’acido nucleico sara
importante anche il continuo monitoraggio della glapione virale, con particolare riferimento
all'insorgere di mutazioni nelle sequenze di inése2che potrebbero condizionare la sensibilita
del test e I'accuratezza della quantificazione.

Infine di particolare fascino e risultato il risdom di soggetti identificati come virologicamente
positivi sebbene sieronegativi. Trattandosi di atliradulti, per di piu allevati assieme ad altri
soggetti rivelatisi sieropositivi, appare forten@ithprobabile che la positivita rilevata in rt-PCR
sia adducibile ad un’infezione recente. L’eventualm@pacita di soggetti adulti di montare una
risposta immunitaria pur in presenza di viremia ietezione in diversi tessuti non e, a
conoscenza dell'autore, mai stata segnalata e, ¢al@emeriterebbe sicuramente un futuro e

dettagliato approfondimento.
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