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RIASSUNTO

Una metodica basata su direct PCR, in grado di garantire I’estrazione di DNA da
campioni non purificati, ¢ stata validata per la ricerca di Mycoplasma hyopneumoniae
(Mhyo) e Porcine circovirus type 3 (PCV3). I due microorganismi scelti rappresentano
due realta epidemiologiche diametralmente opposte: mentre il primo ¢ un batterio a
tropismo respiratorio storicamente responsabile di gravi danni economici per la
produzione suinicola mondiale e la cui letteratura in merito ¢ molto ampia, PCV3 ¢ un
virus di recentissima scoperta, ancora poco conosciuto ma caratterizzato da molti punti
di contatto con il ben piu noto Porcine circovirus type 2 (PCV2), uno dei patogeni piu

rilevanti ad affliggere il settore.

La validazione dei rispettivi protocolli ha fornito un utile strumento per lo svolgimento
di analisi molecolari fortemente vantaggiose sia a livello di tempo che di costi, il tutto

garantendo alte prestazioni diagnostiche.

L’effettiva messa in pratica della metodica ha inoltre permesso di estrapolare numerosi
dati sull’epidemiologia di Mhyo e PCV3, in particolare sulla loro circolazione sul
territorio italiano, sul fenomeno delle coinfezioni, sulla loro associazione con determinati
sintomi clinici e lesioni, sulle matrici nelle quali ¢ possibile rinvenirli e quali categorie

produttive risultano piu colpite.

Per quanto riguarda PCV3, quello riportato in questa tesi ¢ di fatto il primo rinvenimento
a livello europeo. Cio getta promettenti basi per futuri studi atti a determinare 1’esatto

ruolo epidemiologico di questo microrganismo emergente.






ABSTRACT

A direct PCR-based protocol that allows DNA amplification from unpurified samples has
been validated to detect Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) and Porcine circovirus
type 3 (PCV3). These two microorganisms represent radically different epidemiological
situation: while the first is a well-known respiratory bacterial pathogen which accounts
for huge economic losses, PCV3 is a newly discovered and still obscure virus that shares
some similarities with the infamous Porcine circovirus type 2 (PCV2), one of the most

devastating pathogens afflicting pig industry.

Assay validation has provided a useful tool to perform quick and cost-effective molecular

analyses.

The procedure has been applied to investigate field samples, thus providing several data
on the epidemiology of PCV3 and Mhyo, especially with regard to their circulation in
Italy, distribution in different age groups, association with clinical symptoms and
necropsy findings, detection in diverse diagnostic matrices and coinfections with other

pathogens.

Moreover, this study presents the first European detection of PCV3, a promising basis for
future works that will be necessary to clarify the exact epidemiological role of this

emerging microorganism.






INDICE

RIASSUNTO 3
ABSTRACT 5
1. INTRODUZIONE 9
2. MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE 11
2.1 RILEVANZA ..o s 11
2.2 EZIOLOGIA ...t 12
2.3, EPIDEMIOLOGIA ..ottt 12

2 4. PATOGENESI ..ot s 14
2.5 SEGNI CLINICT ...ttt 15
2.6 LESIONI......ooiiiiiiiie ettt st 16
2.7 . DIAGNOSL ..o et 16
2.8. TRATTAMENTO ....oooiiiiiiiiiiiiiit e 19
2.9. PREVENZIONE .......ccoiiiiiiiiiiit ettt e 19

3. CIRCOVIRUS SUINI: PCV1, PCV2 E PCV3 23
BLLRILEVANZA oo s 23
3.2.IL GENERE CIRCOVIRUS ......cciiiiiiiiiiiiiiei et 23
3.3. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 1 (PCV1) .ccceeoiiiiiiiiiniiieiitieee e 24
3.4. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2 (PCV2) ..c.cooiiiiiiiiniieieieieeeeeecee e 25
3.5. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 3 (PCV3) ...oiiiiiiiiiiiiieieeneeee e 31

4. MATERIALI E METODI . 35
4.1 CAMPIONLL ..ottt et st 35
42. DATABASE ... e e 35
4.3. DISEGNO DEIPRIMER........ccciiiiiiiiiiiiiiii et 36
4.4. PROTOCOLLO PCR ..ottt 37
4.5. ELETTROFORESISU GEL .....ccoiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
4.6. ANALISISTATISTICA ..ot 39

5. RISULTATI E DISCUSSIONE . . . 41
5.1. VALIDAZIONE DEL PROTOCOLLO .......ccciiiiiiiiiiiiiiicieieeeeeee e 41
5.2. INDAGINI SU CAMPIONI SPERIMENTALI E ANALISI STATISTICA..........cccc...c.. 42
5.2.1. DISTRIBUZIONE ..........cccccoiiiiiiiiiiiitiit ettt 43
.22 MATRICT ...ttt ettt ettt ettt 44
5.2.3. CATEGORIE PRODUTTIVE .......ccoctomiiimiiiiiiiintent ettt 47
5.2.4. COINFEZIONI ......c..ccoctiiiiiiiiiiiiiiiiit ettt ettt 49
5.2.5. SINTOMI E REPERTI NECROSCOPICI ........ccccoovviimiiniiiiiiiiniiiniiinicnieece, 52
5.2.6. SEQUENZIAMENTO DI PCV3 ...cccuooiiiiiiiiiiiiiiieit ettt 56

6. CONCLUSIONI. 59
7. BIBLIOGRAFIA 63
8. SITOGRAFIA..... 87
9. RINGRAZIAMENTIL.... 89







1. INTRODUZIONE

L’industria suinicola rappresenta il settore leader nella produzione di carne a livello
mondiale, europeo ed italiano (http://www.fao.org/faostat). Essa ¢ in rapida e costante
espansione (anche e soprattutto nei paesi in via di sviluppo) ed ¢ caratterizzata da sistemi
produttivi marcatamente intensivi ed elevati livelli tecnologici, oltre che da una grande
mole di scambi internazionali. Nonostante nei paesi sviluppati I’applicazione di misure
di biosicurezza sia una pratica comune, i danni economici causati dalle malattie infettive
sono devastanti e si riscontra un numero allarmante di patologie emergenti (Fournié et
al., 2015). Le alte densita di popolazione e I’omogeneita genetica tipica del suino offrono
un substrato ideale per la selezione di agenti virali spiccatamente patogeni e ospite-
specifici, spesso responsabili di epidemie su larghissima scala (Drew, 2011): ¢ il caso ad
esempio di Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) e di Porcine

circovirus type 2 (PCV2).

In un tale contesto, i saggi basati sulla reazione a catena della polimerasi (PCR)
rappresentano un ausilio diagnostico di inestimabile importanza, al tempo stesso
performante e di facile applicazione nella pratica laboratoristica quotidiana. Nel corso
degli ultimi 25 anni, la PCR classica e le sue varianti (come PCR multiplex e nested, ma
soprattutto la PCR real-time) si sono affermate grazie alla loro elevata sensibilita come
le metodiche molecolari di scelta in una grande varieta di ambiti di competenza
veterinaria, non limitati strettamente alla sanita animale ma con implicazioni anche per la
salute umana (basti pensare all’igiene degli alimenti ed alle zoonosi). Tra i piu recenti
sviluppi in tal senso figura la direct PCR, la quale permette I’amplificazione del DNA a
partire direttamente dal campione, non richiedendo una fase preliminare di estrazione
dell’acido nucleico e garantendo cosi buone prestazioni a fronte di un significativo

risparmio a livello economico e di tempo necessario per lo svolgimento delle analisi.

Il primo obiettivo di questo progetto ¢ stato la validazione di protocolli basati su direct
PCR per laricerca di patogeni rilevanti in ambito suinicolo. La scelta dei microorganismi
da studiare ¢ ricaduta su Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Porcine circovirus type
3 (PCV3), ritenuti rappresentativi di due situazioni epidemiologiche notevolmente
differenti: il primo ¢ un batterio la cui centralita nell’eziopatogenesi delle affezioni

respiratorie del suino ¢ ben documentata, annoverato tra i patogeni con il maggior impatto



economico sul settore; il secondo ¢ un virus scoperto da meno di un anno, la cui
importanza epidemiologica, anche e soprattutto per via dei molti punti di contatto con il

ben piu noto PCV2, ¢ potenzialmente notevole ma ancora tutta da provare.

A validazione avvenuta, il passo successivo consisteva nell’effettiva applicazione del
protocollo su campioni provenienti da diverse realta suinicole italiane. Se da una parte la
natura dei suddetti campioni, non prelevati appositamente ma provenienti da studi
precedenti e gia rivelatisi positivi nei confronti di altri patogeni respiratori (PRRS e PCV2
in primis), non ha permesso di trarre conclusioni sulla prevalenza dei microrganismi,
dall’altra ci0 ha consentito di estrapolare utili dati in merito al fenomeno delle coinfezioni,
le quali giocano un ruolo determinante nelle meccaniche patogenetiche di Mhyo e la cui
importanza per quanto riguarda PCV3 necessita di essere chiarita con ulteriori ricerche.
Un’altra ragione di grande interesse era rappresentata dalla possibilita di attestare la
presenza di PCV3 sul territorio italiano: ad oggi le uniche informazioni disponibili sulla
circolazione di questo virus sono infatti relative a Stati Uniti e Cina. Ulteriori dati ottenuti
riguardano la frequenza di PCV3 e Mhyo nelle diverse categorie produttive, i sintomi e
le lesioni necroscopiche a cui sono associati, la loro diffusione nel Norditalia e i materiali

biologici in cui possono essere ritrovati.

Al fine di ottimizzare la comprensione delle ragioni che motivano questo studio e delle
implicazioni dei risultati ottenuti, nei prossimi due capitoli verranno discussi piu nello
specifico 1 microrganismi oggetto della ricerca. Per meglio sottolineare le caratteristiche
alla base della potenziale rilevanza di PCV3, considerando sia I’esiguita della letteratura
prodotta in merito sia il fatto che le attenzioni ad esso rivolte dipendono soprattutto dai
punti di contatto col ben piu noto PCV2, si ¢ scelto di contestualizzarne la trattazione

all’interno del piu ampio ambito dei circovirus suini.
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2. MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE
2.1. RILEVANZA

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) ¢ 1’agente eziologico principale della polmonite
enzootica, una affezione respiratoria del suino diffusa a livello mondiale e caratterizzata
da andamento cronico, eziologia multifattoriale, alta morbilita e bassa mortalita. Sebbene
possa colpire suini di tutte le eta, essa ¢ difficilmente osservata in individui sotto le 6
settimane di vita. I sintomi includono una tosse secca non produttiva cronica, una
riduzione dell’accrescimento giornaliero ed un peggioramento dell’indice di conversione
alimentare. In forme complicate si possono aggiungere piressia, dispnea, prostrazione e
anoressia, con esiti talvolta mortali (Maes et al., 1996): Mhyo ¢ infatti considerato un
vero e proprio “door-opener” per patogeni secondari, tra i quali figurano Pasteurella
multocida, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis, Haemophilus parasuis

e Arcanobacter pyogenes (Thacker and Minion, 2012).

Mhyo gioca inoltre un ruolo chiave nel complesso delle malattie respiratorie del suino
(PRDC), il quale colpisce tipicamente i soggetti in accrescimento ed in finissaggio
causando tosse, dispnea, anoressia, febbre e riduzione dell’accrescimento giornaliero
(Sibila et al., 2009). Nel determinismo del PRDC, giocano un ruolo rilevante sia virus —
principalmente Porcine circovirus type 2 (PCV2), Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) e Swine influenza virus (SIV)- sia batteri - tra cui tutti i patogeni
potenzialmente coinvolti nella polmonite enzootica. PCV2, PRRSV e Mhyo sono ritenuti
gli agenti eziologici clinicamente piu rilevanti e le loro interazioni sono ben documentate

(Chae, 2016).

Mhyo ¢ quindi responsabile di ingenti perdite economiche per la suinicoltura mondiale,
adducibili principalmente ad un peggior indice di conversione dell’alimento e ad un minor
accrescimento giornaliero, oltre che a maggiori costi veterinari e in rari casi ad un
aumento del tasso di mortalita (Maes et al., 1998). Le attuali misure adottate per
controllare la polmonite enzootica, che consistono solitamente nel combinare un
management ottimale all’uso di antimicrobici ed alla vaccinazione, non sono considerate
in grado di debellare la malattia, per quanto i benefici a livello economico siano indubbi

(Simionatto et al., 2013).
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2.2. EZIOLOGIA

Mhyo appartiene alla classe Mollicutes, ordine Mycoplasmatales, tamiglia
Mycoplasmataceae. La classe Mollicutes raggruppa eubatteri privi di parete cellulare e
filogeneticamente vicini ai Gram-positivi (Thacker and Minion, 2012). I micoplasmi sono
1 microorganismi piu piccoli capaci di vita libera e di replicazione autonoma, e possiedono
un genoma piccolo (580-1530 kb) con un basso contenuto di G+C (24-33 mol%);
I’esiguita dei pathway metabolici a loro disposizione li rende fortemente dipendenti
dall’approvvigionamento esogeno di aminoacidi, purine e pirimidine (Razin et al., 1998):
sono quindi tipici batteri fastidious, di difficile coltura, con una crescita in vitro che oltre
ad essere molto lenta necessita di terreni selettivi, il piu utilizzato dei quali ¢ ad oggi

quello sviluppato da Niels Friis nel 1975 (Cook et al., 2016).

E stata attestata la presenza di differenze a livello antigenico (Assungdo et al., 2005),
proteomico (Calus et al., 2007), cromosomico (Frey et al., 1992) e genomico (Madsen et
al., 2007) tra diversi ceppi di Mhyo. Sono stati sequenziati i genomi del ceppo 232
(Minion et al., 2004), del ceppo 168 (Liu et al., 2011), del ceppo J e del ceppo 7448
(Vasconcelos et al., 2005). La topografia delle proteine di superficie (tra cui adesine,
moduline e un gran numero di lipoproteine) ¢ variabile, in modo da evadere la risposta
immunitaria (Browning et al., 2011), e cid avviene per cleavage al momento della

traslocazione (Bogema et al., 2011; Burnett et al., 2006; Tacchi et al., 2016).

I ceppi sono inoltre differenziabili per virulenza e sono quindi stati classificati in
scarsamente, moderatamente e fortemente virulenti sulla base degli esiti di infezioni

sperimentali (Vicca et al., 2003).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

Mhyo ¢ un patogeno ospite-specifico che infetta unicamente il suino. La trasmissione
avviene principalmente tramite contatto diretto (Thacker and Minion, 2012), con il
batterio che ¢ stato isolato nei secreti nasali (Calsamiglia et al., 1999; Goodwin, 1972).
Inoltre, in condizioni sperimentali, sono stati dimostrati la trasmissione tramite aerosol

fino a 150 m (Cardona et al., 2005) ed il trasporto per via aerea con mantenimento

dell’infettivita fino a 9,2 km (Otake et al., 2010).
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L’infezione da Mhyo ha tipicamente una presentazione endemica, con un inizio subdolo
a livello di nursery, uno spread molto lento e dei segni clinici lievi. Una rara forma
epizootica puo avvenire in popolazioni immunologicamente naive ed in questo caso si
avra una rapida diffusione a soggetti di tutte le eta, con morbilita anche del 100% e
occasionali decessi, prima della transizione ad un pattern enzootico entro 2-5 mesi

(Thacker and Minion, 2012).

II mantenimento dell’infezione all’interno della popolazione ¢ adducibile alla
trasmissione verticale diretta, attenuabile ma non eliminabile con strategie di
svezzamento precoce. Le scrofe piu interessate sono le primipare, con lo shedding che
diminuisce all’aumentare dei parti (Calsamiglia and Pijoan, 2000). In sistemi produttivi
a flusso continuo in cui non si adottano pratiche di all-in/all-out la trasmissione
orizzontale da suini piu grandi e infetti a soggetti piu giovani pud giocare un ruolo
determinante (Maes et al., 2008). I suinetti infetti sono responsabili di un lento spread ai
compagni di nidiata e successivamente di box: ¢ stato stimato che durante I’intera
lattazione ogni suinetto infetto trasmette Mhyo ad un solo altro individuo (Meyns et al.,
2004). L’infezione puo persistere fino a 214 giorni; gli animali eliminano Mhyo sia in
fase di incubazione, sia nella fase sintomatica e possono risultare portatori asintomatici
una volta guariti (Pieters et al., 2009). Il trasporto di Mhyo per mezzo di vettori inanimati,
per quanto possibile, ¢ considerato di scarsa importanza rispetto al contatto diretto
(Batista et al., 2004). Si ritiene che 1’introduzione di Mhyo all’interno di un allevamento
avvenga principalmente tramite I’acquisto di animali subclinici e in misura minore per
via aerea (Sibila et al., 2009). L’infezione con ceppi a bassa virulenza non conferisce
cross-protezione nei confronti di quelli ad alta virulenza, anzi la severita dei segni clinici

sembra aumentare nel caso di infezioni ripetute (Villarreal et al., 2009).

Uno studio ritenuto rappresentativo della situazione suinicola europea ha individuato vari
fattori di rischio collegati ad una maggiore probabilita di trasmissione verticale, tra cui:
un numero di scrofe introdotte come rimonta esterna ogni anno superiore a 120, la
presenza di piu di 16 box per ogni sala parto, I’assenza di gestione in bande o I’adozione
di bande (tipicamente da 2 o da 4 settimane) difficili da sincronizzare con 1’estro naturale
(Nathues et al., 2013). L’organizzazione a tre siti produttivi aiuta invece a contrastare la
trasmissione orizzontale rispetto a quella a una o due siti (Sibila et al., 2004). Negli

allevamenti multisito i1 focolai tendono ad essere piu acuti che nei monosito, oltre ad
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interessare selettivamente gli animali a fine ciclo (Giacomini et al., 2016; Sibila et al.,

2004).

La presenza dell’infezione ¢ stata attestata in popolazioni di cinghiali selvatici con
dinamiche e fattori di rischio sovrapponibili a quelli riscontrati nel suino domestico, ma
I’eventualita che possano agire come reservoir € ritenuta poco probabile (Batista Linhares

etal., 2015).

2.4. PATOGENESI

La patogenesi di Mhyo non risulta ancora pienamente compresa, soprattutto per quanto
riguarda i fattori di virulenza (Simionatto et al., 2013). Una volta inalato, Mhyo colonizza
I’apparato respiratorio aderendo all’epitelio ciliato: causa cosi ciliostasi, c/lumping delle
ciglia e distruzione dell’epitelio (DeBey and Ross, 1994), determinando una drastica
riduzione dell’efficienza della clearance mucociliare. Il gruppo di adesine coinvolte nel
meccanismo di attachment include numerose proteine codificate da geni paraloghi, tutte
coinvolte in complessi meccanismi di cleavage a seguito della loro traslocazione sulla
superficie (Adams et al., 2005; Djordjevic et al., 2004): P97, codificata da mhp183; P102,
codificata da mhp182 (localizzato sullo stesso operone di mhp183) (Seymour et al.,
2012); P159, codificata da mhp493 (Burnett et al., 2006); P135, codificata da mhp683
(Bogema et al., 2011); F1, F2 ed F3, codificate da mhp107 (Seymour et al., 2011); P116,
codificata da mhp108 (Seymour et al., 2010). Si parla di adesine multifunzionali poiché
le loro capacita di binding non si limitano alle cellule ciliate, ma includono anche
plasminogeno, eparina e fibronectina, conferendo loro un ruolo importante nel
determinare la virulenza (Seymour et al., 2010). P97 ¢ stata la prima adesina ad essere
identificata, e la sua centralita nel processo patogenetico ¢ stato dimostrata appurando
come 1’adesione di Mhyo alle ciglia fosse inibita in vitro da anticorpi monoclonali che
riconoscessero P97 (Zhang et al., 1995); ciononostante, una vaccinazione contro il gene

mhp1 risulta solo minimamente protettiva (King et al., 1997).

Mhyo ha un’azione immunomodulatrice solo parzialmente compresa: da una parte riduce
la capacita fagocitica dei macrofagi (Caruso and Ross, 1990) ed altera la risposta cellulo-
mediata, come prova il fatto che i linfociti T che si accumulano a livello respiratorio

dando iperplasia linfoide risultino scarsamente sensibilizzati nei confronti di Mhyo
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(Messier and Ross, 1991); dall’altra stimola il rilascio da parte di linfociti e macrofagi di
citochine proinfiammatorie, tra cui [L-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNF-a (Lorenzo
et al., 2006; Rodriguez et al., 2004). La prolungata risposta inflammatoria cosi evocata
sembra la principale responsabile del danno tissutale, ancor di piu dell’azione diretta del

patogeno (Thacker and Minion, 2012).

La riduzione della clearance data dai congiunti effetti immunosoppressivo e ciliostatico,
oltre a permettere la cronicizzazione dell’infezione, favorisce 1’invasione da parte dei
patogeni secondari coinvolti nell’eziologia della polmonite enzootica: 1 piu
frequentemente riscontrati tra i batteri (da soli o in associazione) sono Pasteurella
multocida e Actinobacillus pleuropneumoniae, ma si ritrovano anche Arcanobacterium
pyvogenes, Haemophilus parasuis e Streptococcus suis (Maes et al., 1996; Thacker and
Minion, 2012). Sono descritte interazioni con alcuni patogeni virali a tropismo
respiratorio: I’infezione con PCV2 aumenta ’incidenza e la severita delle infezioni da
Mhyo (Dorr et al., 2007) e viceversa (Opriessnig et al., 2004); la polmonite causata da
PRRSV ¢ potenziata dalla coinfezione con Mhyo (Thacker et al., 1999), ma non il
contrario (Van Alstine et al., 1996); il virus della pseudorabbia (PRV) potenzia la severita
della polmonite da Mhyo (Shibata et al., 1998); la coinfezione con SIV e Mhyo da lesioni
piu gravi rispetto ai singoli patogeni, ma l’effetto di potenziamento reciproco non ¢
comparabile a quello riscontrabile coi virus succitati (Thacker et al., 2001; Yazawa et al.,
2004).

Mhyo non ¢ un patogeno dal tropismo esclusivamente respiratorio, come dimostra
I’isolamento a livello di vari organi quali fegato, reni, milza e linfonodi: cio ¢ suggestivo
di una possibile disseminazione ematogena o linfatica, la quale sembra perd essere

transitoria e non coinvolta nello sviluppo della polmonite enzootica (Marois et al., 2007).

2.5. SEGNI CLINICI

La polmonite causata da Mycoplasma hyopneumoniae pud presentarsi nella classica
forma enzootica o piu raramente in quella epizootica. Nella forma epizootica i segni
clinici includono tosse, stress respiratorio, piressia e morte, con una diffusione rapida in
tutte le fasce d’eta. Nella forma enzootica non complicata si osserva un decorso subclinico

caratterizzato da una tosse secca non produttiva piu evidente in animali eccitati, della
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durata di 2 o 3 settimane o persistente per tutto il periodo di accrescimento, a volte
accompagnata da lievi piressia ed anoressia; a livello di popolazione si osservera un lento
e graduale spread della tosse ed uno stato di salute generalmente buono, ma
I’accrescimento risultera piu disomogeneo. In caso di coinfezione con patogeni secondari
si avra la comparsa di segni clinici piu severi, tipicamente tosse produttiva, febbre alta,

prostrazione, respiro affannoso e morte (Maes et al., 1996; Thacker and Minion, 2012).

2.6. LESIONI

Le lesioni a livello polmonare, per quanto non patognomiche, vengono comunemente
usate per stimare la prevalenza della malattia e valutarne I’impatto economico tramite

scoring delle carcasse alla macellazione (Sibila et al., 2009).

Le lesioni macroscopiche sono localizzate nelle porzioni cranioventrali dei polmoni e
consistono in un consolidamento con pattern lobulare e colore violaceo-grigiastro, nella
presenza di essudato catarrale nelle vie aeree e in un aspetto uniforme al taglio, oltre che
in un ingrossamento dei linfonodi tracheobronchiali. Nelle forme complicate le aree
atelettasiche sono piu estese e si ritrova essudato mucopurulento negli alveoli e nelle vie

aeree (Thacker and Minion, 2012).

I reperti microscopici includono manicotti peribronchiali e peribronchiolari formati da
macrofagi e linfociti, essudato prevalentemente neutrofilico contenente densi aggregati
di batteri nelle vie aeree, perdita delle ciglia ed esfoliazione dell’epitelio ciliato (Maes et

al., 1996; Thacker and Minion, 2012).

Nelle lesioni in via di guarigione si osservano alveoli sia enfisematosi che collassati e

fibrosi interstiziale (Thacker and Minion, 2012).

2.7. DIAGNOSI

La diagnosi clinica di polmonite enzootica ¢ basata sull’osservazione di animali
presentanti una tosse cronica non produttiva, valutabili per mezzo di appositi “coughing
score”; trattandosi di un segno estremamente aspecifico e non esibito da suini affetti a
livello subclinico, questo tipo di indagine permette di formulare solo una diagnosi di

sospetto (Sibila et al., 2009).
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Lo scoring delle lesioni polmonari alla macellazione puo essere utile per valutare
I’incidenza della polmonite enzootica ed il suo impatto economico, ma si tratta comunque
di un metodo limitato dalla sua soggettivita e dall’aspecificita delle lesioni, le quali per
essere rilevate devono essere croniche e possono non venir rilevate in animali guariti
(Sibila et al., 2009; Serensen et al., 1997); ¢ stato riportato che per una stima affidabile
della prevalenza e della severita della malattia a livello di popolazione sia necessario

esaminare 1 polmoni di almeno 30 carcasse (Davies et al., 1995).

La metodica colturale ¢ considerata il gold standard per la diagnosi di Mhyo, con
specificita similare ma maggior sensibilita rispetto ad alternative quali PCR, ELISA ed
immunofluorescenza (Serensen et al., 1997); il suo impiego routinario ¢ perd limitato
dalla sua indaginosita, dal fatto che 1’isolamento richiede 4-8 settimane e un terreno
selettivo (Cook et al., 2016; Friis, 1975) e dalla possibile sovracrescita di altri micoplasmi

come M. hyorhinis o M. flocculare (Maes et al., 1996).

La sierologia ¢ comunemente usata per determinare lo stato epidemiologico a livello di
popolazione, tramite tecniche ELISA o sempre piu raramente di fissazione del
complemento, ma pone dei problemi interpretativi laddove venga usata per accertare la
positivita di un singolo animale (Serensen et al., 1997; Thacker and Minion, 2012). I test
ELISA correntemente usati sono caratterizzati da eccellente specificita ma scarsa
sensibilita, risultando particolarmente inefficienti nel rivelare gli anticorpi nelle fasi
precoci dell’infezione (Erlandson et al., 2005). Inoltre, 1’utilita della sierologia ¢ inficiata
da vari fattori quali I’eventualitd di crossreaction dovuta agli anticorpi contro
Mycoplasma flocculare (Bereiter et al., 1990), ’impossibilita di differenziare I’infezione
naturale dalla vaccinazione, la non ottimale sensibilita diagnostica e I’imprevedibilita
della durata dell’intervallo tra I’infezione e la sieroconversione (3-9 settimane in

condizioni di campo) (Sibila et al., 2009).

La ricerca degli antigeni di Mhyo a partire dal tessuto polmonare ¢ possibile tramite
immunoistochimica e immunofluorescenza sia diretta che indiretta, ma queste metodiche
non sono utilizzate di routine poiché possono essere condotte solo postmortem e a causa
della loro limitata sensibilita, fortemente dipendente dalla quantita di tessuto testato e
dalla sua corretta conservazione e processazione (Cai et al., 2007; Thacker and Minion,

2012).
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Nell’ambito della diagnostica molecolare, 1’avvento della PCR ha indiscutibilmente
fornito una soluzione vantaggiosa e di largo impiego alle difficolta insite nella diagnosi
di Mhyo, mentre 1’applicabilita dell’ibridazione in situ ¢ stata dimostrata in condizioni
sia sperimentali che di campo, ma vi si fa scarsamente ricorso per via delle tempistiche
poco convenienti e del suo richiedere campioni postmortali (Kwon and Chae, 1999; Sibila
et al., 2009); varie tecniche di tipizzazione molecolare hanno trovato impiego nella
valutazione della variabilita genetica ed antigenica di Mhyo e di come essa influenzi la
trasmissione e la virulenza, oltre che 1’efficacia dei vaccini e delle stesse tecniche
diagnostiche (Mayor et al., 2007; Stakenborg et al., 2006b, 2005); piu recentemente sono
state testate con successo anche procedure di amplificazione isotermica mediata da loop
(LAMP) (Liu et al., 2015). Molti metodi che sfruttano PCR sono stati validati (Artiushin
et al., 1993; Baumeister et al., 1998; Blanchard et al., 1996; Cai et al., 2007; Caron et al.,
2000; Harasawa et al., 1991; Mattsson et al., 1995; Stemke et al., 1994), inclusi saggi
basati su real time PCR (Dubosson et al., 2004; Fablet et al., 2010; Marois et al., 2010;
Strait et al., 2008) nonché su multiplex PCR (in grado di identificare anche M. hyorhinis
e M. flocculare) (Stakenborg et al., 2006a), anche se ¢ la PCR nested a trovare la maggior
applicazione grazie ai benefici in termini di sensibilita (Calsamiglia et al., 1999; Kurth et
al., 2002; Stark et al., 1998; Thacker and Minion, 2012; Verdin et al., 2000). I campioni
da sottoporre a PCR sono ottenibili in vivo tramite tamponi nasali o tracheali, brushing
orofaringeo, lavaggi tracheobronchiali o broncoalveolari, e tra questi i piu sensibili
risultano essere il BALF ed il tampone tracheale (che ¢ perd piu ragionevolmente
praticabile in condizioni di campo) (Fablet et al., 2010); a questi metodi si aggiunge la
possibilita di campionare 1’aria tramite filtrazione (Stark et al., 1998) ed i polmoni alla
necroscopia, ma le prestazioni ottenute a partire dal tessuto polmonare sono controverse
(Kurth et al., 2002; Moorkamp et al., 2008). Le controindicazioni della PCR includono
I’elevato rischio di falsi positivi dovuti a contaminazioni, I’impossibilita di determinare
se il materiale genetico rilevato derivi da organismi vivi o morti (e quindi se 1’infezione
sia 0 meno in corso) e I’eventualita che la diversita genetica di Mhyo possa esitare in falsi

negativi (Thacker and Minion, 2012).

In conclusione, il modo migliore per ottimizzare 1’accuratezza diagnostica attualmente ¢

combinare ELISA, PCR e scoring delle lesioni polmonari (Sibila et al., 2009).
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2.8. TRATTAMENTO

Numerosi antibiotici si sono dimostrati efficaci nel controllo delle infezioni da Mhyo,
senza pero essere in grado di eliminare 1’organismo dal tratto respiratorio o di guarire le
lesioni preesistenti (Thacker and Minion, 2012): la tilosina, la tilmicosina, la tilvalosina,
1 lincosamidi, vari chinoloni, la tulatromicina, la lefamulina e varie tetracicline sono stati
testati in vitro con esito positivo (Cooper et al., 1993; Godinho, 2008; Hannan et al., 1989;
Tanner etal., 1993; Tavio et al., 2014; Ter Laak et al., 1991; Waites et al., 2017; Williams,
1978; Wu et al., 1997). Lo studio dell’attivita in vivo, che presuppone la capacita della
molecola di raggiungere concentrazioni sufficienti a livello dell’epitelio ciliato del tratto
respiratorio, ha prodotto risultati piu ambigui (Hannan and Goodwin, 1990; Le Carrou et
al., 2006; Ross and Cox, 1988). Lo sviluppo di resistenza ad uno o piu antibiotici in ceppi
di campo ¢ stata osservata in vitro (Stakenborg et al., 2005; Vicca et al., 2004, 2007), ma
non sembra avere ancora raggiunto livelli allarmanti (Maes et al., 2008). La combinazione
di piu antibiotici ha dato risultati positivi, vista anche la frequente necessita di combattere
1 patogeni secondari (Burch et al., 1986; Stipkovits et al., 2001). L’uso di florfenicolo
come additivo nel mangime in popolazioni affette da polmonite enzootica si ¢ dimostrato
efficace nel ridurre la severita dei segni clinici (Ciprian et al., 2012). Il cloruro di litio
(LiCl), composto normalmente usato per trattare 1 disordini bipolari ma dalle gia
conosciute proprietad chemioterapiche, si € provato in grado di inibire I’infezione da Mhyo

in vitro tramite un meccanismo antiapoptotico (Ishag et al., 2016).

2.9. PREVENZIONE

La prevenzione ¢ di gran lunga piu efficace del trattamento nel ridurre I’impatto
economico di Mhyo (Thacker and Minion, 2012) e puo essere ottenuta tramite diverse
combinazioni di soluzioni manageriali, protocolli vaccinali, terapie antibiotiche
strategiche (attualmente scoraggiate) ed eventuali piani di eradicazione (Maes et al.,
2008).

L’aspetto piu importante ¢ dato dall’ottimizzazione del management e delle condizioni di
stabulazione: la messa in pratica dell’all-in/all-out ¢ il fattore piu importante, ma risultano
cruciali anche il contenimento del tasso di rimonta, I’acquisto di animali solo da

allevamenti con status sanitario pari o superiore, un acclimatamento di almeno 30 giorni,
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una densita di popolazione non eccessiva, il mantenimento di adeguate condizioni di
temperatura e ventilazione, la minimizzazione dello stress, I’adozione di stringenti misure
di biosicurezza e la contemporanea lotta agli altri patogeni coinvolti nella polmonite
enzootica e nel PRDC; inoltre, i sistemi di produzione monosito € con un numero elevato

di capi risultano maggiormente a rischio d’infezione (Maes et al., 2008).

La vaccinazione ¢ utilizzata in tutto il mondo sotto forma di preparazioni commerciali
adiuvate per ridurre la severita dei segni clinici, I’entita delle lesioni respiratorie, 1 costi
veterinari e soprattutto le perdite nell’ambito dell’accrescimento giornaliero, dell’indice
di conversione dell’alimento e del tasso di mortalita (Maes et al., 2008, 1999, 1998).
Nonostante questi vantaggi, la profilassi indiretta non ¢ in grado di prevenire la
colonizzazione del tratto respiratorio (Thacker et al., 1998) né di diminuire in modo
significativo la trasmissione, ed ¢ quindi insufficiente ad eliminare Mhyo da una
popolazione infetta se non combinata con provvedimenti manageriali ed eventualmente
terapie antibiotiche (Haesebrouck et al., 2004; Meyns et al., 2006). Solitamente negli
allevamenti monosito si preferisce una vaccinazione precoce (prima delle 4 settimane di
eta), mentre nei sistemi multisito, in cui le infezioni tendono ad interessare le fasi finali
del ciclo, si vaccina tendenzialmente tra le 4 e le 10 settimane d’eta (Maes et al., 2008);
piu controversa ¢ la vaccinazione delle scrofe a fine gestazione, col doppio obiettivo di
ridurre lo shedding da parte delle madri e di proteggere la prole attraverso il passaggio di
anticorpi materni: il ruolo dell’immunita passiva ¢ infatti sconosciuto e i suinetti restano
a rischio di infezione, per quanto i segni clinici risultino attenuati (Sibila et al., 2008;
Thacker and Minion, 2012). Gli attuali protocolli one-shot e quelli con richiamo offrono
performance similari, con la singola somministrazione che viene preferita in quanto meno
laboriosa e stressante per gli animali, ma anche piu rischiosa se non fatta da operatori
esperti (Morris et al., 2001). Tutti i vaccini disponibili in commercio sono ricavati da
batteri uccisi sospesi in adiuvanti dalla composizione variabile. Essendo perlopiu basati
sul ceppo J, eventuali differenze antigeniche tra quest’ultimo ed i ceppi circolanti
potrebbero essere responsabili almeno in parte della variabile efficacia riscontrata in
campo (Simionatto et al., 2013); tra gli altri possibili fattori responsabili del diverso
effetto del vaccino rientrano le condizioni di stoccaggio, la presenza dell’infezione al
momento della somministrazione e I’interferenza con gli anticorpi materni, per quanto

questi ultimi sembrino essere un problema solo se presenti a titoli molto elevati (Maes et
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al., 2008; Martelli et al., 2006). L’efficacia del vaccino sembra essere ridotta dalla
coinfezione con PRRSV, mentre I’effetto della vaccinazione contro PRRSV su quella
contro Mhyo sembra dipendere dal momento in cui vengono svolte (Boettcher et al.,
2002; Bourry et al., 2015; Chae, 2016; Thacker et al., 2000). Nell’ambito del controllo
del PRDC, la vaccinazione per Mhyo ¢ prioritaria rispetto a quella per PRRSV qualora si
abbia una coinfezione, mentre in caso di infezione da Mhyo sommata ad una da PCV2 i

suini andrebbero vaccinati nei confronti di entrambi i patogeni (Chae, 2016).

In definitiva, ad un’analisi costi/benefici la vaccinazione risulta economicamente
vantaggiosa (al netto di inevitabili fluttuazioni di mercato) anche per allevamenti
sottoposti a basse pressioni infettive (Maes et al., 2003). Ciononostante, le limitazioni dei
vaccini attualmente disponibili stimolano la ricerca di soluzioni alternative (Simionatto
et al., 2013), tra cui figurano vaccini vivi attenuati (Xiong et al., 2014), ricombinanti e a
DNA (Chen et al., 2008; Galli et al., 2012), oltre che somministrabili per vie
potenzialmente piu vantaggiose di quella intramuscolare come 1’aerosol (Feng et al.,

2013) e quella orale (Lin et al., 2002).

La somministrazione preventiva di antibiotici nell’alimento o nell’acqua di abbeverata,
per 1-3 settimane a partire da una settimana prima della prevista esposizione al patogeno
(Thacker et al., 2006) o in modo intermittente nei periodi piu stressanti (Le Grand and
Kobisch, 1996; Mateusen et al., 2001), per quanto di comprovata utilita e di applicazione
ancora estensiva, dovrebbe essere limitata alla luce delle emergenti evidenze di
antibiotico-resistenza, oltre che per I’aumentato rischio di residui nelle carcasse (Maes et
al., 2008; Thacker et al., 2006); questa pratica ¢ comunque considerata un’alternativa
meno performante alla vaccinazione da un punto di vista sia medico che economico e,
proprio come la vaccinazione, non ¢ in grado di prevenire la colonizzazione del tratto

respiratorio (Le Grand and Kobisch, 1996).

L’eradicazione di Mhyo ¢ stata perseguita con varie strategie, che vanno dallo stamping
out seguito dal ripopolamento con popolazioni Mhyo-free a protocolli di svezzamento
precoce congiunti al trattamento puerperale delle scrofe con antibiotici, ottenendo
significativi risultati (ma non riuscendo a impedire sporadici casi di successiva
reinfezione) in Svizzera, Danimarca e Finlandia (Baekbo et al., 1996; Hege et al., 2002;

Heinonen et al., 1999; Maes et al., 2008; M¢észaros et al., 1985; Rautiainen et al., 2001).
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3. CIRCOVIRUS SUINI: PCV1, PCV2 e PCV3
3.1. RILEVANZA

Tra 1 circovirus infettanti i suini si annoverano tre diverse specie: Porcine circovirus 1
(PCV1), Porcine circovirus 2 (PCV2) ed il recentemente scoperto Porcine circovirus 3
(PCV3), il quale non risulta ancora inserito ufficialmente nella tassonomia redatta
dall’ International Commitee on Taxonomy of Viruses (https://talk.ictvonline.org). Mentre
I’importanza dell’apparentemente apatogeno PCV1 ¢ marginale (Puvanendiran et al.,
2011; Tombéacz et al., 2014), a partire dagli anni 90 PCV2 ¢ emerso come uno dei
principali patogeni ad affliggere la produzione suinicola mondiale, responsabile di
ingentissime perdite economiche dovute ad un complesso di malattie descritte
collettivamente come Porcine circovirus associated disease (PCVAD) (Alarcon et al.,
2013; Meng, 2012). Per quanto riguarda PCV3, le conoscenze sulla sua epidemiologia e
sul suo potenziale patogenetico sono ancora esigue, nonostante la sua circolazione sia
stata attestata quantomeno in Cina e Stati Uniti e sia gia stato associato a diverse
manifestazioni cliniche tra cui disordini riproduttivi, miocarditi, infiammazioni
multisistemiche, sindromi dermatite-nefrite e respiratorie (Fan et al., 2017; Ku et al.,

2017; Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016; Shen et al., 2017).

3.2. IL GENERE CIRCOVIRUS

Il genere Circovirus, interno alla famiglia Circoviridae, raggruppa virus privi di
envelope, con un capside a simmetria icosaedrica del diametro di approssimativamente
20 nm ed un genoma a ssDNA circolare di circa 2 kb (Rosario et al., 2017); si tratta del
piu piccolo genoma virale capace di replicazione autonoma (Todd et al., 2005).
L’organizzazione del genoma ¢ ambisenso e sono riconoscibili due open reading frame
(ORF) principali (maggiori di 600 b), codificanti per una replicasi (Rep) e per un’unica
proteina capsidica (Cap). Mentre Rep ¢ molto conservata, Cap ¢ significativamente
divergente. Oltre a Rep, il complesso di replicazione include una piu corta proteina Rep’
originata per splicing alternativo (Rosario et al., 2017). A livello dell’origine di
replicazione Ori, localizzata tra le estremita 5° dei due ORF maggiori, ¢ presente una

struttura a forcina (stem-loop) contenente un nonamero conservato la cui presenza sembra
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essere necessaria per terminare la replicazione (Cheung, 2007; Delwart and Li, 2012), la
quale avviene tramite rolling circle replication (RCR): il DNA monofilamento ¢
dapprima convertito dagli enzimi cellulari in un intermedio superavvolto a doppio
filamento a partire da un piccolo primer a RNA; successivamente il complesso di
replicazione virale taglia il filamento positivo a livello del loop, la polimerasi cellulare
sintetizza il filamento complementare a partire dall’estremitda libera 3’ ed al
raggiungimento della struttura a forcina il complesso Rep-Rep’ richiude covalentemente
il filamento (Faurez et al., 2009). Analoghe strategie di replicazione mediante RCR sono
riscontrabili nei virus appartenenti alle famiglie Geminiviridae e Nanoviridae e infettanti
le piante (Faurez et al., 2009; Niagro et al., 1998). Evidenze filogenetiche supportano la
teoria che il gene rep abbia avuto origine dalla ricombinazione tra un nanovirus (in
seguito ad un salto di specie da piante a vertebrati) ed un virus picorna-like a ssSRNA

(Gibbs and Weiller, 1999).

I circovirus sono microorganismi ospite-specifici o con uno spettro d’ospite molto
ristretto (Todd et al., 2005) e fino al 2010 ne era stata attestata 1’infettivita solo in ambito
avicolo e nel suino; da allora ne sono stati identificati in diverse altre specie di mammiferi,
tra cui cane, visone, pipistrello, uomo e scimpanzé (Rosario et al., 2017). Negli ultimi
anni un gran numero di studi ha portato infatti a numerose aggiunte all’interno della
famiglia Circoviridae (in primis alla creazione del nuovo genere Cyclovirus), rivelando
un livello di diversita genetica inaspettatamente alto ed una storia evolutiva le cui origini
potrebbero addirittura precedere la radiazione evolutiva degli eucarioti (Delwart and Li,
2012). Dato che sono gia stati attestati salti di specie e ’esposizione umana a questi
microrganismi ¢ frequente, I’eventualita che nel prossimo futuro un circovirus o un
cyclovirus possa divenire rilevante anche in medicina umana ¢ considerata plausibile

(Delwart and Li, 2012; Li et al., 2010).

3.3. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 1 (PCV1)

PCV1 ¢ stato scoperto nel 1974 come contaminante persistente di colture cellulari della
linea PK-15 (Tischer et al., 1982, 1974). E un virus ubiquitario (Allan and Ellis, 2000;
Beach et al., 2011), seppur con prevalenze molto basse (Calsamiglia et al., 2002;

Puvanendiran et al., 2011), ed ¢ storicamente considerato apatogeno in condizioni sia di
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campo che sperimentali (Allan et al., 1995; Tischer et al., 1986). E stata tuttavia attestata
la capacita di PCV1 di replicare e causare danni polmonari in feti inoculati al 55° giorno
(Saha et al., 2011). Un confronto tra ceppi di PCV1 isolati a livello mondiale negli ultimi
25 anni ha evidenziato una scarsissima variabilitd genetica, indicativa di un tasso
evolutivo che risulta essere il piu basso della famiglia Circoviridae; cio ¢ il risultato
dell’alto grado di adattamento alla specie ospite, oltre che delle scarse pressione selettive

a cui PCV1 ¢ sottoposto (Cortey and Segalés, 2012; Tombacz et al., 2014).

Per quanto considerato di nulla importanza clinica nel settore suinicolo (Puvanendiran et
al., 2011), nel recente passato PCV1 ha attirato le attenzioni della comunita scientifica
per via del suo ritrovamento come contaminante di alcuni vaccini vivi usati sia in
veterinaria che in medicina umana (Baylis et al., 2011; Gilliland et al., 2012; Quintana et
al., 2006; Victoria et al., 2010); cio € probabilmente dovuto alla contaminazione delle
linee cellulari o degli enzimi di origine suina utilizzati (Tombacz et al., 2014). La
presenza di PCV1 nei vaccini non ¢ comunque stata associata ad alcun rischio per la salute

umana (Dubin et al., 2013; Han et al., 2017).

3.4. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 2 (PCV2)

Nel 1991 in Canada comparve una forma clinica che interessava animali di eta tra le 8 e
le 16 settimane ed era caratterizzata da deperimento, dispnea, linfoadenomegalia, diarrea
intermittente, pallore ed ittero; questa malattia venne descritta nel 1996 col nome di
Postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) e fu inizialmente associata a
PCV1, allora noto semplicemente come PCV (Harding and Clark, 1997). Nel 1998 si
scopri che 1’agente eziologico di PMWS era invece un nuovo circovirus distinto da PCV,
il quale fu chiamato per I’appunto PCV2 (Meehan et al., 1998). Sebbene studi
retrospettivi abbiano determinato come PCV2 fosse gia presente quantomeno nel 1962
(Jacobsen et al., 2009) e ci siano evidenze di una sua circolazione endemica almeno per i
50 anni precedenti alla comparsa di PMWS (Grau-Roma et al., 2011; Segalés et al., 2013),
¢ solo a cavallo tra gli anni *90 e la prima meta degli anni 2000 che questo virus si afferma
come patogeno emergente a livello globale, causando epidemie su larga scala dapprima
in Europa ed Asia e successivamente in America (Segalés et al., 2013); ¢ stato inoltre

associato a numerose manifestazioni cliniche diverse, indicate con la definizione
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collettiva di Porcine circovirus associated disease (PCVAD o PCVD) (Segalés et al.,
2013). A partire dalla loro commercializzazione su larga scala nel 2006, i vaccini contro
PCV2 sono entrati tra le pratiche routinarie degli allevamenti di tutto il mondo, ottenendo
notevoli risultati nel controllare quella che ¢ tuttora considerata una delle principali
minacce economiche e sanitarie per I’industria suinicola (Franzo et al., 2016b; Segalés,

2015).

PCV2 ¢ il piu piccolo virus conosciuto in grado di infettare i mammiferi (Meng, 2013).
Nel suo genoma sono stati identificati 11 possibili ORF (Hamel et al., 1998): oltre a Rep-
Rep’ e Cap, codificate da ORF1 ed ORF2, sono note le due proteine originate da ORF3
ed ORF4 (situati nella stessa regione di ORF1 ma con orientamento opposto), le quali

hanno rispettivamente proprieta apoptotica ed antiapoptotica (Lv et al., 2014).

La classificazione di PCV2 prevede cinque diversi genotipi: PCV2a, PCV2b, PCV2c,
PCV2d e PCV2e. PCV2a, il primo ad essere scoperto, ¢ stato il piu diffuso per tutti gli
anni "90 e fino al 2003, quando, in corrispondenza di un aumento di frequenza delle
epidemie, ¢ stato soppiantato da PCV2b (Carman et al., 2008; Cortey et al., 2011; Dupont
et al., 2008; Grau-Roma et al., 2008; Wang et al., 2009). Evidenze successive mostrano
come PCV2d, scoperto inizialmente in Cina ed ulteriormente classificabile in PCV2d-1 e
PCV2d-2, stia diventando il nuovo genotipo predominante (Xiao et al., 2016, 2015).
PCV2c ¢ considerato di minore importanza, essendo stato rilevato solo in Danimarca in
campioni d’archivio risalenti ad un periodo tra il 1980 ed il 1990 (Dupont et al., 2008),
oltre che in popolazioni suine selvatiche del Brasile (Franzo et al., 2015). PCV2e ¢ stato
recentemente identificato in Nord America e presenta una divergenza marcata dai restanti
genotipi, prevalentemente a livello di ORF2; ¢ stato quindi ipotizzato che si tratti di un
genotipo ancestrale rispetto a tutti quelli precedentemente noti (Davies et al., 2016). I
ripetuti shift avvenuti tra i vari genotipi, 1 quali circolavano contemporaneamente da
molto prima che PCVAD venisse scoperto, sembrano essere legati alla pressione selettiva
indotta dall’immunizzazione naturale ¢ dalla vaccinazione, oltre che al notevole tasso di
mutazione di PCV2, comparabile con quello dei virus a RNA (Firth et al., 2009; Franzo
etal., 2016a).

PCV2 ¢ considerato un microrganismo ubiquitario, presente sostanzialmente in tutti gli
allevamenti con prevalenze che si attestano mediamente sul 40-60%, con picchi del 100%

(Baekbo et al., 2012; Firth et al., 2009). Solo il 5-30% degli animali infetti sviluppa 1
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sintomi di PCVAD (Meng, 2012), mentre i preponderanti individui subclinici
manifestano un peggioramento dei parametri produttivi ed una maggior predisposizione
alle infezioni secondarie (Alarcon et al., 2013; Segalés, 2012). E stato stimato che la
maggior parte dei devastanti danni economici provocati da PCV2 sia imputabile per
I’appunto alle infezioni subcliniche (Alarcon et al., 2013), le quali sembrano impattare
negativamente anche sull’efficacia delle vaccinazioni contro Porcine reproductive and
respiratory syndrome virus (PRRSV) e Classical swine fever virus (CSFW) (Huang et
al., 2011; Tanja Opriessnig et al., 2006b). Nonostante si tratti di un patogeno
essenzialmente ospite-specifico, diverse evidenze supportano la possibilita che PCV2
abbia effettuato dei salti di specie: il virus ¢ in grado infatti di replicare nei roditori
(Lorincz et al., 2010), oltre ad essere stato isolato in bovini con sindromi respiratorie,
emorragiche o abortigene (in cui perd 1’esatto ruolo patogenetico di PCV2 non ¢ stato
accertato) (Kappe et al., 2010; Nayar et al., 1999), ed in campioni di carne bovina (Li et
al., 2011); meno probabile ¢ I’eventualita che PCV2 sia in grado di infettare I’uomo, dato
che, a dispetto della frequente esposizione dovuta al consumo di carne suina contaminata,

non sono mai stati rilevati anticorpi umani contro i circovirus suini (Li et al., 2010).

Le principali presentazioni cliniche riunite sotto 1’acronimo di PCVAD sono: PCV2-
systemic disease (PCV2-SD), PCV2-reproductive disease (PCV2-RD), PCV2-enteric
disease (PCV2-ED), PCV2-lung disease (PCV2-LD) e Porcine Dermatitis and
Nephropathy Syndrome (PDNS) (Opriessnig et al., 2007; Segalés, 2012). L’eta degli
animali che manifestano PCVAD ¢ solitamente compresa tra le 8 e le 16 settimane,
eccezion fatta per PCV2-RD che colpisce ovviamente le scrofe in gestazione (Chae,
2005). Un singolo studio ha associato PCV2 ad una sindrome denominata Acute
pulmonary edema (APE), caratterizzata da insorgenza iperacuta di stress respiratorio e da
una mortalita del 20% e verosimilmente dovuta ad una tardiva vaccinazione di animali
privi di anticorpi materni contro PCV2 (Cino-Ozuna et al., 2011). Diversi casi di
linfoadenite necrotizzante sono stati collegati all’infezione da parte di PCV2, per quanto
I’esatto meccanismo patogenetico non sia stato chiarito (Chae, 2005; Galindo-Cardiel et
al., 2011; Kim and Chae, 2005). PCV2 ¢ inoltre riconosciuto come uno dei principali
patogeni coinvolti nell’eziopatogenesi di Porcine respiratory disease complex (PRDC)
(Chae, 2016; Hansen et al., 2010; Kim et al., 2003). I sintomi e le lesioni tipiche di ogni

patologia sono riepilogati in tabella 1.
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LESIONI MACROSCOPICHE REPERTI MICROSCOPICI

PCV2-Enteric Disease (PCV2-ED) Diarrea, ridotto Ispessimento della mucosa enterica, enterite Enterite granulomatosa, deplezione linfocitaria e
(parzialmente sovrapponibile a PCV2- accrescimento medio catarrale con o senza edema mesenterico, linfoadenite granulomatosa limitate alle sole placche
SD) giornaliero ingrossamento dei linfonodi mesenterici di Peyer

PCV2-Reproductive Disease (PCV2- Ritorni in estro irregolari, Feti mummificati o edematosi, congestione Miocardite fetale da non suppurativa a
RD) mummificazione fetale, epatica fetale, epatomegalia fetale, ipertrofia necrotizzante o fibrosante

aborti tardivi, natimortalita, cardiaca fetale con aree pallide multifocali, ascite

riassorbimento embrionale fetale, idrotorace e idropericardio fetale

Acute Polmonary Edema (APE) Stress polmonare acuto, Fluido chiaro in cavita toracica, edema Edema con distensione dei setti intralobulari,
morte improvvisa polmonare, aree di consolidamento infiltrazione macrofagica e linfocitaria diffusa,
cranioventrali, aree emorragiche dorsali necrosi fibrinoide delle pareti vascolari, deplezione
linfocitaria

PCV2-Subclinical Infection (PCV2-SI) Ridotto accrescimento Nessuna Deplezione linfocitaria, linfoadenite granulomatosa
medio giornaliero

Tabella 1:  Elenco delle varie sindromi raggruppate sotto la definizione di PCVAD e dei rispettivi segni clinici e lesioni (Chae et al., 2005; Cino-Ozuna et al., 2011; Opriessnig et al., 2007; Segalés, 2012).
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La diagnosi delle varie forme di PCVAD richiede il reperimento da una parte dei relativi
segni clinici e lesioni, dall’altra del DNA o degli antigeni di PCV2 nei tessuti interessati
(Opriessnig et al., 2007; Segalés, 2012); le tecniche laboratoristiche solitamente usate
sono IHC ed ISH, mentre la PCR ¢ resa meno utile dall’ubiquita del virus e dalla difficolta

di differenziare le forme cliniche da quelle subcliniche (Segalés et al., 2012).

Il contatto diretto risulta essere la modalitd di trasmissione piu efficiente: la via
d’infezione naturale ¢ quella oronasale, per quanto il virus sia stato isolato in vari secreti
oltre a quelli nasali, tra cui feci, urine, saliva, seme e latte (Grau-Roma et al., 2011; Rose
et al., 2012). L’escrezione virale ¢ di lunga durata, fino a 97 giorni post-svezzamento in
condizioni di campo (Patterson et al., 2011). In uno studio sperimentale I’induzione di
PMWS in animali naive ¢ stata ottenuta riproducendo la trasmissione aerea di PCV2
attraverso I'impianto di ventilazione (Kristensen et al., 2013). Possibile ¢ anche la
trasmissione indiretta tramite vettori animati (nello specifico roditori) e non (L&rincz et
al., 2010; Rose et al., 2012). La trasmissione verticale tramite viremia materna ¢ stata
dimostrata ed ¢ associata a problematiche riproduttive e alla nascita di suinetti sia infetti
sieropositivi sia persistentemente infetti (Rose et al., 2012; Shen et al., 2010). Mentre la
trasmissione diretta tra singoli animali ¢ considerata molto efficace, il passaggio di PCV2
da un allevamento ad un altro sembra legato unicamente all’introduzione di animali
infetti, al coinvolgimento di vettori o all’utilizzo di seme infetto per I’inseminazione
artificiale (Meng, 2012); d’altra parte, I’estrema stabilita ambientale del virus ne permette
il mantenimento all’interno degli allevamenti per lunghi periodi, senza necessita di

reintroduzione (Rose et al., 2012).

La patogenesi di PCV2 non risulta ancora pienamente compresa (Meng, 2013). Il virus
ha come bersaglio i tessuti linfoidi, distrugge I’architettura follicolare e causa deplezione
linfoide con sostituzione istiocitaria dei linfociti, linfopenia e conseguentemente
immunosoppressione (Opriessnig et al., 2007). PCV2 ¢ in grado di replicare nei monociti,
nei macrofagi, nei linfociti, nelle cellule epiteliali ed endoteliali (Pérez-Martin et al.,
2007; Yu et al., 2007), mentre I’internalizzazione da parte delle cellule dendritiche
potrebbe avere un ruolo nella diffusione del patogeno e nell’evasione dalla risposta
immunitaria (Vincent et al., 2003). Evidenze della replicazione virale si ritrovano nei

linfonodi bronchiali e inguinali, nel timo, nelle tonsille, nei reni, nei polmoni, a livello
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splenico ed epatico, oltre che a livello fetale nel caso di PCV2-RD (Ramamoorthy and
Meng, 2009; Sanchez et al., 2003).

PCV2 ¢ ritenuto agente causale essenziale ma non sufficiente per 1I’induzione di PCVAD
(Segalés, 2015). Tra 1 diversi fattori coinvolti nella patogenesi ne sono stati riconosciuti
alcuni relativi alle caratteristiche del virus e dell’ospite, altri legati alla presenza di
coinfezioni, altri ancora legati allo stato immunitario degli animali colpiti (Opriessnig et
al., 2007). E possibile che i diversi genotipi differiscano in virulenza, ma le evidenze
attualmente disponibili sono contrastanti (Meng, 2013). Per quanto riguarda I’ospite,
sebbene PCV2 sia in grado di infettare sia suini domestici che selvatici (Franzo et al.,
2015) sono state dimostrate differenze nella predisposizione allo sviluppo di
sintomatologia clinica tra diverse razze (Opriessnig et al.,, 2006a). Sia
I’immunostimolazione, dovuta all’infezione da altri patogeni ma anche alla vaccinazione,
che I'immunodepressione, inducibile ad esempio somministrando ciclosporine e
cortisonici, hanno come risultato I’aumento dei titoli virali e della gravita della lesioni
(Kawashima et al., 2003; Krakowka et al., 2002, 2001; Opriessnig et al., 2007; T
Opriessnig et al., 2006). La coinfezione con patogeni secondari (inclusi PPV, PRRSV,
PRV e Mpycoplasma hyopneumoniae) & considerata un fattore importante per
I’espressione di PCVAD, oltre ad aumentare i titoli di PCV2 rilevabili (Opriessnig and
Halbur, 2012). La presenza di coinfezioni non ¢ pero strettamente necessaria per lo
sviluppo della sintomatologia clinica, in quanto PCVAD ¢ stata indotta sperimentalmente
senza I’inoculo di altri patogeni oltre a PCV2 ma con |’esposizione a condizioni
ambientali stressanti (Patterson et al., 2015). L’approccio adottato per il controllo di
PCVAD prima dell’avvento dei vaccini (e tutt’ora valido) si focalizzava per 1’appunto sui
cofattori ambientali e infettivi, seguendo il cosiddetto “Madec’s 20 point plan” (Madec

et al., 2001; Segalés et al., 2005).

La vaccinazione rappresenta il metodo piu efficace per il controllo di PCV2 ed in quanto
tale ¢ applicata dalla quasi totalita delle produzioni suinicole mondiali, tanto che in molti
paesi pressoché tutti gli animali che arrivano al macello sono vaccinati. Oltre a prevenire
lo sviluppo di PCV2-SD, PCV2-RD e PDNS, i vaccini sono estremamente utili nel
controllare il calo delle performance tipico dell’infezione subclinica (Segalés, 2015). 1
prodotti disponibili in commercio, siano essi vaccini inattivati o a subunita, sono tutti

basati su PCV2a (Li et al., 2016); ciononostante risultano protettivi anche nei confronti
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di PCV2b e PCV2d (Beach and Meng, 2012; Opriessnig et al., 2017, 2014). I protocolli
comunemente adottati prevedono la vaccinazione delle scrofe, dei suinetti o di entrambi
1 gruppi (Segalés, 2015). I suinetti vengono vaccinati a partire dalla terza settimana,
sebbene un recente studio abbia evidenziato come anche la vaccinazione durante la prima
settimana risulti efficace (Law et al., 2017). Tuttavia anche la vaccinazione di massa, se
non applicata per periodi di tempo indeterminatamente lunghi, non sembra in grado di

permettere 1’eradicazione di PCV2 (Feng et al., 2014).

In conclusione, i notevoli risultati ottenuti grazie alla vaccinazione non significano che
PCVAD sia una minaccia superata: esiste infatti la concreta possibilitd che emergano
nuove varianti non coperte dalla protezione vaccinale, anche e soprattutto per via della
pressione selettiva esercitata vaccinando estensivamente contro un patogeno gia di per sé
ad evoluzione molto rapida (Franzo et al., 2016b; Segalés, 2015). Un monitoraggio

epidemiologico continuo di PCV2 ¢ quindi imprescindibile (Franzo et al., 2016b).

3.5. PORCINE CIRCOVIRUS TYPE 3 (PCV3)

Una terza specie di circovirus del suino ¢ stata recentemente identificata negli Stati Uniti
(Palinski et al., 2017; Phan et al., 2016) ed in Cina (Fan et al., 2017; Ku et al., 2017; Shen
etal., 2017).

Palinski et al. hanno rinvenuto PCV3 in feti mummificati abortiti da scrofe con segni
clinici compatibili con PDNS, oltre che nelle scrofe stesse, andate incontro a morte acuta.
Un’analisi metagenomica ha permesso il sequenziamento di un nuovo circovirus,
denominato per 1’appunto PCV3, la cui presenza nei tessuti di scrofe e feti ¢ stata
confermata con PCR e IHC; gli stessi tessuti sono invece risultati negativi per PCV2,
PRRSV, Porcine parvovirus (PPV) e virus dell’influenza A (IAV). I due genomi di PCV3
interamente sequenziati sono stati nominati come ceppo 29160 (Genbank Acc. Number
KT869077) e ceppo 2164 (Genbank Acc. Number KX458235). Uno studio retrospettivo
condotto tramite PCR su altri campioni provenienti da animali con PDNS ma negativi per
PCV2 ha evidenziato un’alta prevalenza (93,8%) di PCV3. Questi risultati sembrano
suggerire da una parte che PCV3 abbia un ruolo nella patogenesi di PDNS e delle
problematiche riproduttive, dall’altra che PCV3 circoli endemicamente negli Stati Uniti

(Palinski et al., 2017).
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Phan et al. hanno identificato PCV3 in tre suinetti affetti da miocardite ed infiammazione
multisistemica, dopo aver attestato tramite PCR la negativita per PCV2, PRRSV, IAV,
PPV, pestivirus, virus della West Nile, virus dell’encefalomiocardite, virus dell’afta,
Mycoplasma hyopneumoniae, M. hyosinoviae ed Erysipelothrix rhusiopathiae. Dai
campioni dei tre animali, provenienti da diverse situazioni produttive, sono stati
sequenziati tre genomi non appartenenti a nessuna specie di circovirus conosciuta € con
un’identita reciproca superiore al 98,95%; sono stati quindi nominati PCV3-US/M0O2015
(Genbank Acc. Number KX778720), PCV3-US/MN2016 (GenBank Acc. Number
KX898030) ¢ PCV3-US/SD2016 (Genbank Acc. Number KX966193). Successive
analisi per mezzo di ISH hanno attestato un’associazione anatomica tra la presenza di
PCV3 e le lesioni cardiache. L’esatto ruolo patogenetico di PCV3 rimane pero
sconosciuto, anche alla luce del contemporaneo isolamento di astrovirus suini di tipo 4

(PAstV4) (Phan et al., 2016).

PCV3 ¢ stato ritrovato nel sud della Cina in suinetti interessati da anoressia, piressia,
acromodermia, respirazione addominale e mortalita sopra la media (Shen et al., 2017). 1
campioni di siero e di tessuti prelevati, testati tramite PCR secondo le specifiche indicate
da Palinski et al., si sono rivelati positivi per PCV3; ulteriori esami hanno attestato la
negativitd per PCV2, PRRSV e virus della pseudorabbia. L’intero genoma di PCV3 ¢
stato sequenziato e nominato come PCV3-China/GD2016 (Genbank Acc. Number
KY418606). PCV3-China/GD2016 mostra rispettivamente il 98,5% ed il 97,4% di
identita nucleotidica con PCV3 29160 ¢ PCV3 2164 (Shen et al., 2017).

Un ulteriore genoma completo, denominato PCV3/CN/Hubei-618/2016 (Genbank Acc.
Number KY354039), ¢ stato sequenziato a seguito dell’isolamento di PCV3 in campioni
prelevati in un allevamento cinese interessato da problematiche riproduttive (Fan et al.,

2017).

Ku et al. hanno attestato I’endemicita di PCV3 sul territorio cinese. PCV3 ¢ stato
dapprima rilevato come unico patogeno in tre allevamenti in cui si registravano aumenti
dei tassi di natimortalita e di mortalita delle scrofe stesse; 1’indagine ¢ stata poi estesa ad
un totale di 35 allevamenti distribuiti in 11 province cinesi: PCV3 ¢ stato rilevato in tutte
le province, nel 69% degli allevamenti e nel 35% dei campioni prelevati. Spesso nello

stesso allevamento PCV2 e PCV3 circolavano contemporaneamente e nel 16% dei
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campioni erano presenti in coinfezione. Sono stati sequenziati nove genomi completi, la

cui identita con PCV3-US/M0O2015 ¢ superiore al 99% (Ku et al., 2017).

Non ¢ ancora chiaro se PCV3 si sia evoluto nei suini senza mai essere rilevato fino ad
ora, se abbia avuto origine dalla ricombinazione tra circovirus sconosciuti o se sia il
risultato di un passaggio di specie (Palinski et al., 2017). Il genoma conosciuto piu simile
a quello di PCV3 appartiene ad un circovirus (Genbank Acc. Number KJ641723)
circolante nella popolazione cinese di pipistrelli ferri di cavallo (Rhinolophus sinicus):
cio sembra suggerire che proprio 1 pipistrelli possano essere 1’origine di PCV3 (Phan et

al., 2016).

Il genoma di PCV3, della lunghezza di 2 kb, presenta al suo interno diversi ORF di
lunghezza superiore a 200 b: oltre alle due ORF di senso opposto codificanti per Rep e
Cap caratteristici di tutti i circovirus, ne ¢ stato identificato un terzo codificante per una
proteina dalla funzione sconosciuta. Il nonamero contenuto nella struttura a forcina ¢
identico a quello presentato da PCV1 (Palinski et al., 2017). La replicasi di PCV3 presenta
un’identita superiore al 95% rispetto a quelle di due genomi solo parzialmente sequenziati
di circovirus, PorkNW2/USA/2009 (Genbank Acc. Number HQ738638) e¢ SFBeef
(Genbank Acc. Number KM111537); il fatto che quest’ultimo sia stato isolato in un
bovino indica una possibile estensione del tropismo ad altre specie di ungulati (Phan et
al., 2016). Le proteine capsidiche di PCV2 e PCV3 presentano un’identita del 30% circa,
per cui I’eventualitd di una efficace cross-protezione sembra improbabile. Inoltre la
proteina originata da ORF3 ¢ per il 94% identica a quella codificata da un OREF rilevato
nella sequenza parziale di PorkNW2/USA/2009 (Palinski et al., 2017).

PCV3 ¢ stato rilevato con diverse tecniche diagnostiche (PCR, ISH, IHC, ELISA) in
campioni di vario genere, tra cui cervello, polmoni, tessuti fetali, linfonodi, reni, cute,
tonsille, siero e seme (Ku et al., 2017; Palinski et al., 2017). In particolare, il rinvenimento

del virus nel seme e nei feti sembra suggerire la possibilita di una trasmissione verticale

(Ku et al., 2017).

Future ricerche su PCV3 saranno sicuramente necessarie per accertarne il plausibile ruolo
eziopatogenetico (da solo o in coinfezione) in diverse manifestazioni cliniche, nonché dal
rischio che possa ripercorrere la stessa storia epidemiologica di PCV2 (Palinski et al.,

2017).
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Figura 1. Albero filogenetico del genere Circovirus, costruito applicando 1’approccio di Maximum
Likelihood, basato sul modello Tamura-Nei ed implementato nel software MEGA7 (Kumar et al.,
2016). L’allineamento di partenza ¢ stato ottenuto utilizzando il programma MAFFT
(http://mafft.cbrc.jp/alignment/software/#ref) su sequenze preprocessate con il tool Cyclic DNA

Sequence Aligner (http://kdbio.inesc-id.pt/~csa/index.php).
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4. MATERIALI E METODI

4.1. CAMPIONI
La ricerca di Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e Porcine circovirus type 3 (PCV3) ¢

stata condotta su un totale di 120 campioni precedentemente risultati positivi per altri
patogeni (respiratori e non) durante la routinaria attivita diagnostica condotta da
un’importante filiera produttiva del Nord Italia all’interno dei suoi allevamenti suini. I
campioni risultavano prelevati tra il 2014 ed il 2017 tra Lombardia, Veneto, Emilia
Romagna, Piemonte e Friuli-Venezia Giulia (fig. 2). Successivamente sono stati
conservati a -80 °C. Tra 1 tipi di matrice riscontrati si annoverano: tessuto polmonare,
linfonodale, placentare e fetale (in caso di episodi di aborto), poo!/ di diversi organi,
sangue, scoli orali, tamponi nasali, raschiati orofaringei e spugnette (utilizzate per il

campionamento delle superfici degli automezzi per il trasporto animali).
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Figura 2. Distribuzione geografica degli allevamenti in cui sono stati prelevati i campioni.

4.2. DATABASE

Per la catalogazione dei campioni, degli esiti delle analisi condotte e dei dati gia

disponibili si ¢ predisposto un database in Microsoft” Excel” contenente le seguenti voci:

e Identificativo del campione;
e Anno di raccolta;
e Identificativo della scatola per lo stoccaggio dei campioni;

e Identificativo della scatola per lo stoccaggio degli estratti;
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e Risultato della PCR per la ricerca di Mhyo;

e Risultato della PCR per la ricerca di PCV3;

e Tipo di matrice del campione;

e Allevamento in cui ¢ stato prelevato il campione;

e Comune dell’allevamento;

e (Categoria produttiva dell’animale;

e Eta dell’animale;

e Motivo del prelievo, se previsto all’interno di un piano di controllo routinario o
effettuata sulla base di un sospetto clinico; nel secondo caso la sintomatologia ¢
stata classificata in respiratoria, riproduttiva e sistemica (mortalitd compresa);

e Presenza o meno di reperti necroscopici e loro categorizzazione in lesioni solo
broncopolmonari o sia broncopolmonari che localizzate in altre sedi;

o Esiti degli esami per la ricerca di Porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV) (se disponibili);

o Esiti degli esami per la ricerca di Porcine circovirus type 2 (PCV2) (se
disponibili);

e Quantificazione del titolo virale di PCV2, espressa in “Positivita alta, media,
bassa”;

o Esiti degli esami per la ricerca di Swine influenza virus (SIV) (se disponibili);

o Esiti degli esami per la ricerca di Streptococcus suis (se disponibili);

o Esiti degli esami per la ricerca di Mycoplasma hyorhinis (se disponibili);

e FEsiti degli esami per la ricerca di Actinobacillus pleuropneumoniae (se
disponibili);

o Esiti degli esami per la ricerca di Corinebacterium pyogenes (se disponibili);

o Esiti degli esami per la ricerca di Porcine epidemic diarrhoea virus (PEDV) (se
disponibili);

e Esiti degli esami per la ricerca di Bordetella bronchiseptica (se disponibili);

4.3. DISEGNO DEI PRIMER

Diverse coppie di primer sono state disegnate utilizzando il programma Primer3Plus

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi), per poi selezionare
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quelle piu performanti attraverso prove sperimentali. La specificita degli oligonucleotidi
¢ stata valutata mediante Primerblast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),
mentre I’impiego del software OligoAnalyzer 3.1 (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) ha
permesso di accertare che la complementarieta fra i primer fosse bassa, scongiurando cosi
I’insorgere di problemi legati alla struttura secondaria come la formazione di hairpin,
omo- ed eterodimeri. Particolare attenzione ¢ stata posta alla posizione di annealing dei

primer di PCV3, per fare in modo che corrispondesse alla regione codificante per Rep.

I dati relativi ai primer sono elencati in tabella 2.

PRIMER SEQUENZA LUNGHEZZA AMPLIFICATO
Mhyo forward 5-AACAATATGGAGAATTGGTCGGAAG-3' 453 bp
Mhyo reverse 5'-CCCGCTAATTAAAATTGGGACGTG-3'
Pcv3 forward 5-AAAGCCCGAAACACAGGTGGTGT-3' 510 bp

PCV3reverse 5-TTTTCCCGCATCCTGGAGGACCAAT-3'

Tabella 2. Primer utilizzati per I'amplificazione di Mhyo e PCV3.

La lunghezza degli amplificati cosi ottenuti, rispettivamente di 510 bp per PCV3 e di 453
bp per Mhyo, ¢ stata scelta con I’obiettivo di ottenere un compromesso tra ’efficienza
della reazione di PCR e la possibilita di svolgere sequenziamenti che risultassero

informativi.

4.4. PROTOCOLLO PCR

Per ’amplificazione ¢ stato utilizzato il kit Phire™ Animal Tissue Direct PCR (Thermo
Scientific), il quale pud essere impiegato seguendo due diversi protocolli, uno diretto
prevedente la sola reazione di PCR ed uno in cui prima della PCR il campione viene
diluito e sottoposto ad una preprocessazione atta a liberare il DNA dal tessuto. Sebbene
la seconda soluzione vada a limitare i vantaggi garantiti dalla direct PCR in termini di
tempo necessario per svolgere le analisi, si ¢ scelto quest’ultimo approccio (seppur con
qualche modifica rispetto alle istruzioni fornite dalla ditta produttrice) in quanto
consigliato nel caso si abbia a che fare con primer e tipi di campioni non precedentemente
testati, come per I’appunto in questo studio. Le aliquote preprocessate sono state stoccate

a-20 °C.
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Oltre ai campioni, in ogni reazione sono stati inclusi un controllo negativo e due controlli
positivi, uno per PCV3 e uno per Mhyo. Il controllo positivo di Mhyo ¢ stato gentilmente
fornito dal dottor Salvatore Catania dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle
Venezie, mentre per quanto riguarda PCV3, non essendo disponibili isolati di questo
virus, si ¢ proceduto alla sintesi di un plasmide sintetico contenente il genoma completo
di PCV3, la cui sequenza ci ¢ stata gentilmente concessa dal prof. Hause della Kansas
State University. Nel dettaglio, la sequenza completa di PCV3 ¢ stata fatta sintetizzare
chimicamente e clonare in un plasmide vettore (pUC57-Kan Vector) da una ditta
specializzata (GenScript). Con il costrutto cosi ottenuto sono stati trasformati degli E.coli
Top10 competenti (Invitrogen). Al fine di ottenere un controllo che emulasse la presenza
del virus all’interno delle cellule dei tessuti animali, una sospensione contenente 10° E.
coli/mL ¢ stata ulteriormente diluita 1:100 in una matrice ottenuta dall’omogeneizzazione

di polmone suino in PBS.

La fase di effettiva analisi dei campioni ¢ stata preceduta dalla validazione dei protocolli
da utilizzare. Dopo aver testato numerosi settaggi differenti a livello termico e di
concentrazione di reagenti e campioni (Fig. 3), sono stati definiti due protocolli distinti
per PCV3 e Mhyo capaci di garantire prestazioni ottimali, illustrati dettagliatamente nella

sezione relativa ai risultati.

La sensibilita di ciascun metodo ¢ stata infine valutata effettuando delle diluizioni seriali
in base 10 di controlli positivi a titolo noto e testandole con i protocolli validati. In
particolare sono state comparate le performance diagnostiche dei protocolli basati su

direct PCR e dei loro analoghi applicati dopo estrazione del DNA con metodi tradizionali.

L L LGt

Figura 3. Una delle prime fasi della validazione del protocollo relativo a Mhyo, in cui sono stati

confrontati i risultati di PCR condotte con diverse temperature di annealing.
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Le reazioni sono state svolte con un termociclatore 2720 Thermal Cycler® (Applied

Biosystems).

4.5. ELETTROFORESI SU GEL

I prodotti della PCR, dopo 1’aggiunta di un addensante 6X DNA Loading Dye"™ (Thermo
Scientific), sono stati caricati su gel di agarosio 2% addizionato con EuroSafe Nucleic
Acid Staining Solution® (EuroClone S.p.A.). Per rendere possibile la valutazione dei
risultati & stata caricata anche GeneRuler 100bp DNA Ladder® (Thermo Scientific), una
miscela di frammenti di DNA di peso molecolare e concentrazione noti. La corsa
elettroforetica ¢ stata ottenuta impostando la tensione a 100V ed il tempo a 30 minuti. Il
gel & quindi stato analizzato con un transilluminatore Gel Doc XR System® (Bio-Rad) e

visualizzato con Image Lab " Software (Bio-Rad).

4.6. ANALISI STATISTICA

L’analisi statistica dei dati ottenuti ha previsto I’impiego dei software R (R Core Team,
2016) e Microsoft® Excel®. Per tutti i test eseguiti, il livello di significativita statistica &

stato fissato a p<0,05.
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S. RISULTATI E DISCUSSIONE
5.1. VALIDAZIONE DEL PROTOCOLLO

Le numerose prove sperimentali effettuate hanno permesso di definire due protocolli
distinti per la ricerca di Porcine circovirus type 3 (PCV3) e Mycoplasma hyopneumoniae

(Mhyo), caratterizzati da elevate specificita ed efficienza di reazione.

Una prima parte, comune ai due protocolli, prevede I’aggiunta di 20 pl di Dilution Buffer
e 0,5 ul di DNARelease Additive a 2 pl di ciascun campione, la centrifugazione e
I’incubazione per 5 minuti a 25 °C e per i successivi 4 minuti a 98 °C. Dalla soluzione
preprocessata si prelevano quindi 2 pl, a cui va addizionato un mix di reazione composto
da Phire Animal Tissue PCR Buffer Ix, una concentrazione finale di 0,6 uM di ciascun
primer, 0,42 ul di Phire Hot Start II DNA Polymerase e acqua da biologia molecolare

fino ad un volume finale di 20 pl.

A questo punto i protocolli termici differiscono, come illustrato in tabella 3.

MHYO PCV3

INCUBAZIONE 98°C per 5' 98°C per 5'
DENATURAZIONE 98°C per 5" 98°C per 5"
ANNEALING 63°C per 7" 68°C per 7"
ESTENSIONE 72°Cper 20"  72°C per 15"
NUMERO DI CICLI 45 45
ESTENSIONE FINALE 72°C per 1' 72°C per 1'

Tabella 3. Protocolli di PCR utilizzati per Mhyo e PCV3.

I protocolli cosi validati hanno evidenziato una sensibilita analitica pari a 6,24 copie/ul
per PCV3 e 4,67 ucc/ul nel caso di Mhyo, del tutto comparabile a quella dimostrata dalle

metodiche tradizionali.

Sebbene durante il processo di validazione non si siano ravvisati problemi, all’effettiva
applicazione del protocollo relativo a Mhyo ¢ stata riscontrata la sporadica presenza di
bande aspecifiche; essendo perd queste ultime facilmente distinguibili dagli amplificati
desiderati, si ¢ scelto di non modificare ulteriormente il protocollo, in quanto la ricerca di

una maggior specificita avrebbe potuto impattare negativamente sulla sensibilita.
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Figura 4 (a-b). Risultati della ricerca in alcuni campioni di Mhyo (a) e PCV3 (b). Nel primo caso si

ravvisa la presenza di alcune bande aspecifiche, nel secondo no.

11 confronto dei protocolli validati con metodiche molecolari tradizionali ha permesso di
attestarne le buone prestazioni in termini di sensibilita analitica. La specificita ¢ stata
invece indirettamente confermata dal fatto che molti dei campioni analizzati, pur essendo
positivi nei confronti di altri microrganismi con genomi a DNA (tra cui Mycoplasma
hyorhinis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Streptococcus suis, Porcine circovirus type
2 e verosimilmente anche Porcine circovirus type 1), non sono risultati positivi per Mhyo
e PCV3. In una decina di campioni era inoltre gia stata effettuata la ricerca di Mhyo, con
risultati rivelatisi analoghi. Ad ulteriore conferma della specificita dei protocolli, il
sequenziamento di due campioni trovati positivi (rispettivamente 3436 per Mhyo e 32941
per PCV3) ha dimostrato ’effettiva presenza dei microrganismi ricercati. La ripetibilita
¢ stata valutata sottoponendo una ventina di campioni a ripetute prove, le quali hanno

prodotto esiti concordanti.

5.2. INDAGINI SU CAMPIONI SPERIMENTALI E ANALISI
STATISTICA

Tra i 120 campioni analizzati, 36 sono risultati positivi per PCV3 e 21 per Mhyo. Gli esiti

delle analisi di PCR sono stati messi in relazione con vari dati disponibili in merito agli
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animali campionati (la categoria produttiva, [’allevamento di appartenenza, la
sintomatologia ed i referti necroscopici), alle circostanze del prelievo dei campioni (il

tipo di matrice, il motivo del prelievo) e ai risultati di indagini diagnostiche gia svolte.

5.2.1. DISTRIBUZIONE

I campioni provenivano da 55 diversi allevamenti appartenenti a diverse fasi di una filiera
multisito. In 16 di questi ¢ stato ritrovato Mhyo (fig. 5a), mentre quelli interessati dalla

presenza di PCV3 si sono rivelati 26 (fig. 5b).
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Figura 5 (a-b). Distribuzione geografica relativa a Mhyo (a) e PCV3 (b).
Da sottolineare ¢ I’assoluta rilevanza dei dati relativi a PCV3. Si tratta infatti della prima

identificazione di questo virus al di fuori di Cina e Stati Uniti. La presenza sul territorio

italiano, alla luce della marcata globalizzazione caratterizzante il settore suinicolo, non
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deve stupire. Le positivitd riscontrate non sono peraltro limitate ad un rinvenimento
sporadico, ma evidenziano come PCV3 sia ampiamente diffuso nonostante la
recentissima scoperta. Sebbene non sia possibile inferire sulla prevalenza per via della
natura del campionamento, PCV3 ¢ stato ritrovato nel 30% dei campioni: un dato
sorprendente, il quale non fa che corroborare 1’ipotesi che questo microrganismo sia
epidemiologicamente affine a PCV2, patogeno ubiquitario e nella maggior parte dei casi

non associato a sintomatologia clinica.

La distribuzione di Mhyo conferma come si tratti di un patogeno comunemente
circolante. L’utilizzo di matrici non considerate ideali per la ricerca di questo batterio, di
cui verra discusso nella sezione dedicata, fa perd pensare che le positivita attestate siano

in realta sottostimate.

5.2.2. MATRICI

Ai fini di una efficace applicazione di metodiche basate su PCR, il tipo di materiale
biologico da cui viene estratto il materiale genetico risulta determinante per due principali
ragioni: da una parte taluni patogeni sono caratterizzati da un tropismo per tessuti
specifici e non risultano rilevabili in altri, dall’altra la natura della matrice puo interferire

in varia misura sulle prestazioni analitiche dei protocolli usati.

11 90% dei campioni analizzati erano costituiti da uno tra sangue, polmone, pool di vari
tessuti e fluido orale, per cui si ¢ deciso di comparare i risultati ottenuti a partire da queste
matrici senza includere le rimanenti in quanto scarsamente rappresentate. Il materiale
biologico dei campioni ¢ stato inoltre messo in relazione con le ragioni per cui sono stati
prelevati (per autocontrollo o in presenza di sintomatologia) cosi da evidenziare eventuali
associazioni statisticamente significative: come preventivabile, si ¢ dimostrato come nei
casi caratterizzati da sintomatologia respiratoria il sito del prelievo fosse piu
frequentemente polmonare (fig. 6). Cido impone di valutare con attenzione questa
fattispecie, in quanto I’effetto della matrice sulle positivita risulta difficilmente scindibile

da quello della sintomatologia (e viceversa).
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Figura 6. Mosaic plot che illustra le frequenze delle matrici campionate in funzione della
sintomatologia riscontrata. I residui standardizzati, codificati per colore e tipologia di contorno,
definiscono la deviazione dei dati osservati rispetto alle attese: quando maggiori di 2, essi attestano

una differenza statisticamente significativa (p value<0,05).
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Figura 7. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di Mhyo con il tipo di matrice dei

campioni.
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Le differenze tra le positivita per Mhyo riscontrate nelle diverse matrici (fig. 7) non si
sono rivelate statisticamente significative. Il numero di positivi attestati a partire da tessuti
polmonari era pero in difetto rispetto alle frequenze attese: cid puo trovare spiegazione
nel fatto che il polmone non rappresenta il sito d’elezione da campionare per la ricerca di
Mhyo, non garantendo la stessa sensibilita che si avrebbe usando lavaggi broncoalveolari
o tamponi tracheali (Fablet et al., 2010; Kurth et al., 2002). Poco idonei alla ricerca di
questo microrganismo vanno considerati anche sangue, poo/ di organi e fluidi orali: ¢

quindi ipotizzabile che le positivita riscontrate siano fortemente sottostimate.
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Figura 8. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 con il tipo di matrice dei

campioni.

Nemmeno per cio che concerne PCV3 le differenze tra gli esiti relativi alle diverse matrici
risultano statisticamente significative, per quanto sia possibile osservare un eccesso di
positivi rispetto alle frequenze attese relativamente al tessuto polmonare (fig. 8). Mentre
il rilevamento di PCV3 tramite PCR a partire da siero, polmone ed altri organi ¢ gia stato
riportato (Ku et al., 2017; Palinski et al., 2017), la possibilita di amplificarne il DNA a

partire dai fluidi oronasali rappresenta un dato inedito.

Per quanto riguarda gli altri tipi di materiale biologico, un tampone nasale si ¢ rivelato

positivo per PCV3: anche in questo caso si tratta di una matrice mai testata prima per
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questo microrganismo. Tutte le spugnette, i tessuti placentari e i raschiati orofaringei sono

invece risultati negativi per entrambi i microrganismi.

Da notare inoltre come le PCR condotte a partire da campioni di materiale fetale o sangue
materno collegati ad episodi di aborto non abbiano evidenziato in nessuno dei 7 casi la
presenza di PCV3, il cui rinvenimento in queste matrici ¢ gia stato descritto (Palinski et
al., 2017). Al contrario, uno dei feti ¢ risultato positivo per Mhyo, per il quale non ¢
riferita la trasmissione intrauterina (Biirgi et al., 1990): visto 1’ingente shedding di Mhyo
attraverso 1 secreti oronasali delle madri, cid ¢ probabilmente da attribuirsi ad una

contaminazione ambientale ad aborto avvenuto.

5.2.3. CATEGORIE PRODUTTIVE

I campioni analizzati provenivano da suini appartenenti a diverse categorie produttive,
riflettendo quindi situazioni epidemiologiche differenti non solo per I’eta degli animali

ma anche per la fase della filiera interessata.
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Figura 9. Conteggio degli esiti degli esami per la ricerca di Mhyo divisi per categoria produttiva degli

animali da cui sono stati prelevati i campioni.

La tipica forma endemica della micoplasmosi ¢ sostenuta dalla trasmissione verticale
diretta a livello di scrofaia, con i suinetti infetti che sono responsabili di un lento spread

che coinvolge dapprima i compagni di nidiata e poi quelli di box (Thacker and Minion,
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2012). I dati ottenuti (fig. 9) mostrano un pattern di questo tipo, con una decrescita
progressiva delle positivita dal 31% rilevato tra i lattonzoli (1°-4° settimana), al 24% tra
1 suinetti (5°-8° settimana), al 17,65% tra 1 magroni (9°-12° settimana), fino allo 0%

attestato in fase di ingrasso.

Per quanto riguarda le scrofe, ¢ stato riportato un rapporto di proporzionalita inversa tra
il numero di parti e la prevalenza di Mhyo, con le scrofette che presentano tassi di
infezione piu alti (Calsamiglia and Pijoan, 2000). Cio ¢ in accordo con i dati raccolti in
questo studio, per quanto numericamente esigui (anche considerando che alcuni campioni

sono stati prelevati da scrofe interessate di problematiche riproduttive, non associabili

alla presenza di Mhyo).
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Figura 10. Conteggio degli esiti degli esami per la ricerca di PCV3 divisi per la categoria produttiva

degli animali da cui sono stati prelevati i campioni.

La distribuzione di PCV3 nelle diverse fasce d’eta e nei diversi siti produttivi non ¢ stata
trattata negli studi svolti finora su questo microrganismo. I dati raccolti nell’ambito di
questo progetto (fig. 10) mostrano un picco statisticamente significativo (con un 51% di
positivita) in corrispondenza del periodo tra la quinta e I’ottava settimana di vita: cio ¢
probabilmente collegato al rimescolamento e allo stress a cui vanno incontro i suinetti al
momento dello svezzamento, un momento particolarmente critico dal punto in termini di

pressione infettante e di capacita di risposta dell’animale. La progressiva decrescita
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dell’incidenza fino all’8% riscontrato in fase di ingrasso rende plausibile ipotizzare che
gli animali acquisiscano un’immunita in grado di contrastare efficacemente 1’infezione;
non ¢ inoltre da escludere che 1’organizzazione tipicamente multisito della filiera da cui
provenivano i campioni contribuisca a combattere la trasmissione orizzontale. Il fatto che
sia nelle scrofe sia nei lattonzoli si sia rinvenuto PCV3 porta a speculare sulla possibilita
di una qualche forma di trasmissione verticale, sebbene il mancato rilevamento del virus
in tessuti fetali non permetta di stabilire se questa trasmissione avvenga a livello
intrauterino, o se invece interessi il periparto. Le informazioni raccolte delineano un

quadro epidemiologico che ancora una volta presenta punti di contatto con PCV2.

5.2.4. COINFEZIONI

Mhyo ¢ stato ritrovato in coinfezione con PCV3, Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV), Porcine circovirus type 2 (PCV2), Streptococcus suis,
Mycoplasma hyorhinis e Actinobacillus pleuropneumoniae (fig. 11). Tutti questi
microrganismi (con 1’ovvia eccezione di PCV3) sono ampiamente descritti come
patogeni secondari la cui infezione ¢ favorita dall’azione immunodepressiva di Mhyo
(Thacker and Minion, 2012). Nessuno dei campioni positivi per Mhyo era stato sottoposto
alla ricerca di Corinebacterium pyogenes, Porcine epidemic diarrhoea virus (PEDV) e

Bordetella brochiseptica.
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Figura 11. Conteggio degli esiti diagnostici relativi ad altri patogeni nei campioni risultati positivi

alla ricerca di Mhyo.
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PCV3 ¢ stato ritrovato in coinfezione con Mhyo, PRRSV, PCV2, Swine influenza virus
(SIV), Streptococcus suis, Mycoplasma hyorhinis, Actinobacillus pleuropneumoniae e
Corinebacterium pyogenes (fig. 12). In nessuno dei campioni positivi per PCV3 erano

stati ricercati PEDV e Bordetella bronchiseptica.

Attualmente non ¢ disponibile alcun dato inerente alle interazioni con altri patogeni,

quindi tutte le informazioni relative alle coinfezioni sono inedite.
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Figura 12. Conteggio degli esiti diagnostici relativi ad altri patogeni nei campioni risultati positivi

alla ricerca di PCV3.

La natura del campionamento si ¢ rivelata un ostacolo nell’elaborazione dei dati relativi
alle coinfezioni. Tutti i campioni erano infatti positivi almeno a uno tra PRRSV e PCV2,
e I’intensita con cui i vari patogeni erano stati ricercati risultava estremamente variabile.
Nella maggior parte dei casi ci si ¢ quindi dovuti limitare a statistiche puramente

descrittive.

La coinfezione tra Mhyo e PCV3 interessava nove campioni. PCV3 ¢ stato rinvenuto piu
frequentemente rispetto alle attese nei campioni positivi per Mhyo, per quanto non si tratti
di una differenza statisticamente significativa (fig. 13). Ulteriori studi saranno necessari

per accertare 1’esistenza di una qualche interazione tra i due patogeni.
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Figura 13. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 con quelli relativi a Mhyo.

PCV2
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PCV3
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Figura 14. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 con quelli relativia PCV2.

In dieci campioni si ¢ attestata la coinfezione tra PCV3 e PCV2. Il ritrovamento di PCV3
¢ stato piu frequente rispetto alle attese in campioni negativi per PCV2, ma ancora una
volta si tratta di una differenza non statisticamente significativa (fig. 14). Per quanto
suggestiva, I’eventualita che esista una competizione di qualche tipo tra PCV3 e PCV2 ¢

ancora tutta da provare.

51



PRRSV A PRRSv B

Negativo Positivo Negativo Positivo
2
S ®
£ o
=% 9 2
8 -
2 H
s
:
2 a
&

Figura 15 (a-b). Mosaic plot che mettono in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 e PRRSV (a)
e di Mhyo e PRRSV (b).

Per quanto riguarda le coinfezioni tra PCV3 e PRRSV, la maggior frequenza di PCV3
rispetto a quella attesa nei campioni positivi per PRRSV ¢ tale da essere statisticamente
significativa (fig. 15a). Questo dato ¢ ulteriormente corroborato dal fatto che la frequenza
delle positivita per Mhyo (patogeno noto per le sue interazioni con PRRSV) non risulta
influenzata dalla presenza o meno di PRRSV (fig. 15b), facendo pensare che il bias
dovuto al campionamento sia in questo caso trascurabile. In ogni caso, 1’accertamento del
significato eziopatogenetico di questa associazione necessita di ulteriori studi

sperimentali.

5.2.5. SINTOMI E REPERTI NECROSCOPICI

I campioni analizzati si dividevano tra quelli prelevati durante la normale attivita di
controllo, per cui spesso non erano disponibili dati anamnestici precisi, ed altri relativi a
sospetti clinici che necessitavano ulteriori indagini. In quest’ultimo caso erano stati
catalogati 1 segni clinici mostrati dagli animali ed i reperti anatomopatologici ottenuti

all’esame necroscopico.
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Figura 16. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 con I'anamnesi raccolta.
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Figura 17. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di PCV3 ed i referti

necroscopici.

53



La frequenza con cui PCV3 ¢ stato rinvenuto risulta maggiore rispetto alle attese in
campioni prelevati in presenza di sintomatologia (fig. 16). Anche il rilievo alla
necroscopia di lesioni a livello broncopolmonare (da sole o accompagnate da rilievi
patologici in altre sedi) ¢ associato ad una incidenza di PCV3 maggiore di quanto
attribuibile all’effetto del caso (fig. 17). Queste differenze non si sono tuttavia rivelate
significative dal punto di vista statistico e, alla luce della natura del campionamento, non
¢ possibile affermare che siano dovute a fondate ragioni eziopatogenetiche; piu facile ¢
supporre che le differenze osservate siano dovute almeno in parte all’effetto confondente
della matrice campionata. Da notare come nessuno dei campioni in cui ¢ stato ritrovato
PCV3 sia legato a turbe riproduttive, che precedenti studi hanno gia associato a PCV3

(Fan et al., 2017; Ku et al., 2017; Palinski et al., 2017).

SINTOMATOLOGIA
Controllo Respiratori Sistemici

Negativo

MHYO

Positivo

Figura 18. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di Mhyo con 'anamnesi legata al
prelievo.
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REPERTI NECROSCOPICI
Assenti/non ricercati Broncopolmonari Broncopolmonari+altro

i
:
i

Figura 19. Mosaic plot che mette in relazione gli esiti della ricerca di Mhyo con i reperti
necroscopici.

Anche la frequenza con cui ¢ stato rinvenuto Mhyo non presenta differenze
statisticamente significative a prescindere dalla presenza o meno di sintomi (fig. 18) o di
reperti necroscopici (fig. 19), nonostante questo batterio reciti un ruolo chiave in
numerosi meccanismi patogenetici a livello respiratorio. Cid pud forse spiegarsi
considerando che 1’85% dei campioni positivi per Mhyo (e 1’87% dei campioni totali)
risultavano positivi anche per PRRSV: in questo caso il ruolo di Mhyo non ¢ quello
classico di “door-opener”, quanto piuttosto quello di fattore complicante I’infezione
virale (Thacker et al., 1999). Non essendo previsto uno scoring di sintomi e lesioni, essi
risulterebbero quindi presenti a prescindere da Mhyo, il quale avrebbe il solo effetto di

aggravarli. Pur in assenza di dati sui protocolli vaccinali adottati nei diversi allevamenti,
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non ¢ da escludersi che anche la profilassi indiretta reciti un ruolo in tal senso: essa ¢
infatti in grado di ridurre significativamente I’entita di sintomi e lesioni respiratori, ma

non di evitare la colonizzazione né diminuire la trasmissione (Haesebrouck et al., 2004).

5.2.6. SEQUENZIAMENTO DI PCV3

PCV3/CN/Chongqing-155/2016 (KY075993.1)
_E PCV3/CN/Chongqing-156/2016 (KY075994.1)
PCV3/CN/Chongqing-150/2016 (KY075992.1)
2164 (KX458235)

CN/Hubei-618/2016 (KY354039)
PCV3-US/M0O2015 (KX778720)
PCV3-US/MN2016 (KX898030)
— @ 32941 Italy 2016
—— PCV3-US/SD2016 (KX966193)
PCV3/CN/Jiangxi-62/2016 (KY075989.1)

PCV3/CN/Chongqing-147/2016 (KY075990.1)

PCV3/CN/Chonggqing-148/2016 (KY075991.1)

29160 (KT869077)

PCV3/CN/Fujian-5/2016 (KY075986.1)

PCV3/CN/Fujian-12/2016 (KY075987.1)

_| PCV3/CN/Henan-13/2016 (KY075988.1)
PCV3-China/GD2016 (KY418606)

0.002
Figura 20. Albero filogenetico raggruppante tutte le sequenze di PCV3 conosciute. La sequenza

evidenziata ¢ stata ottenuta a partire dal campione 32941. L’albero ¢ stato costruito con il software
MEGA7 (Kumar et al., 2016), applicando ’approccio di Maximum Likelihood, basato sul modello

Tamura-Nei, a sequenze precedentemente allineate con il metodo MUSCLE.

Parallelamente allo svolgimento dei saggi di PCR, si ¢ deciso di sequenziare il genoma
completo di uno dei campioni risultati positivi per PCV3, precisamente il 32941. Cio ¢
stato fatto con una doppia finalita: da una parte confermare la specificita del metodo,
dall’altra avere a disposizione la sequenza di un isolato di PCV3 effettivamente circolante

sul suolo italiano.

La sequenza ottenuta, seppur chiaramente interna allo stesso clade raggruppante gli altri

genomi conosciuti di PCV3, risulta diversa da quelle cinesi e statunitensi attualmente
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note. Particolarmente importante ¢ la distanza genetica dalla sequenza 29160, dalla quale
¢ stato ricavato il controllo positivo utilizzato in questo lavoro, attestante 1’assenza di

false positivita dovute a cross-contaminazioni.

L’evidente diversita genomica tra i diversi isolati, unitamente ad una circolazione
attestata in diversi contesti geografici, rende altamente plausibile 1’ipotesi che le radici
della storia evolutiva di PCV3 siano di gran lunga antecedenti alla sua scoperta,

contribuendo ad accomunare una volta di piu questo virus emergente con PCV2.
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6. CONCLUSIONI

Il primo e principale obiettivo di questo studio era di natura marcatamente pratica: mettere
a disposizione una metodica che potesse rappresentare un’alternativa concreta a quelle
attualmente impiegate per la ricerca di Mycoplasma hyopneumoniae (Mhyo) e di Porcine
circovirus type 3 (PCV3). In quest’ottica, I’adozione di protocolli basati su direct PCR
offre indiscutibili vantaggi: oltre ad essere pienamente attuabili nella pratica
laboratoristica quotidiana, essi si sono rivelati estremamente convenienti sia dal punto di
vista dei costi che dei tempi necessari alle analisi. Non essendo richiesto I’impiego di kit
di estrazione, la durata delle prove diagnostiche risulta infatti sostanzialmente dimezzata
(con un beneficio tanto maggiore quanto il numero dei campioni ¢ alto); il risparmio
economico, considerando anche il minor consumo di materiale monouso come puntali e
provette, ¢ grossolanamente stimabile sui 3-4 € per singolo campione. La validazione dei
protocolli ha infine permesso di attestarne le performance, rivelatesi comparabili con

quelle garantite da saggi di PCR tradizionali.

Emerge quindi chiaramente la competitivita delle metodiche prese in esame. Cio vale in
particolare per quanto concerne PCV3: collocandosi in un contesto di ricerca ancora
largamente inesplorato e in cui le alternative gia validate sono poche, un protocollo del
genere potrebbe risultare estremamente utile per lo screening di grandi quantitativi di
campioni.

Una volta accertata 1’accuratezza dei metodi diagnostici, essi sono stati applicati su
campioni sperimentali provenienti da una delle maggiori realta produttive del Norditalia.
Mettendo in relazione gli esiti della ricerca di Mhyo e PCV3 con le informazioni
disponibili in merito ai succitati campioni, ¢ stato possibile estrapolare numerosi dati

sull’epidemiologia dei due microrganismi.

Nel caso specifico di Mhyo, i trend osservati concordavano in massima parte con la vasta
letteratura disponibile in merito. Il quadro ottenuto descrive un patogeno largamente
diffuso, che tende ad infettare piu frequentemente gli animali giovani ed ¢ presente in
coinfezione con numerosi patogeni secondari. L uso di matrici poco idonee alla ricerca
di questo batterio ha reso perd poco rappresentative le frequenze rilevate, cosi come

I’assenza di una chiara associazione attestata tra la presenza di Mhyo e la manifestazione
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di sintomi e lesioni respiratori ¢ probabilmente da attribuirsi ad un bias di

campionamento.

Diversa ¢ la situazione in merito a PCV3: trattandosi di un virus scoperto solo
recentemente, molti aspetti della sua epidemiologia risultano ancora oscuri. Questo studio
ha permesso di muovere i primi passi in tal senso, a partire dal rinvenimento di PCV3 sul
territorio italiano, un dato di assoluta novita se si considera come gli unici studi in merito
siano relativi a Cina e Stati Uniti. Le numerose positivita riscontrate dimostrano peraltro
la comune circolazione di PCV3, la quale rappresenta solo uno dei molti punti di contatto

tra ’epidemiologia di PCV3 e quella dell’ubiquitario Porcine circovirus type 2 (PCV2).

Tra le altre informazioni ricavate si annoverano la presenza di un picco di frequenze di
PCV3 in soggetti dall’eta compresa tra le 5 e le 8 settimane, il rinvenimento a partire da
matrici mai testate prima e la presenza in coinfezione con vari patogeni sia virali che
batterici; ¢ stata inoltre attestata un’associazione statisticamente significativa tra le
positivita per PCV3 e quelle per Porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSYV). Per una piena comprensione del significato di questi risultati, e quindi della
reale importanza eziopatogenetica di PCV3, saranno ovviamente necessari ulteriori studi
sperimentali, scevri dalle limitazioni che hanno connotato questo progetto. I dati raccolti
rappresentano comunque un promettente punto d’inizio per lo studio di questo

microrganismo.

In un simile contesto, degno di nota ¢ anche I’avvenuto sequenziamento, a partire da uno
dei campioni rivelatisi positivi, di un genoma completo di PCV3, il quale risulta diverso
da tutte le altre sequenze relative a questo virus ma chiaramente appartenente al
medesimo clade. Ci0 fa propendere fortemente per 1’ipotesi che la storia evolutiva di
PCV3 abbia radici molto piu antiche rispetto alla sua scoperta: si tratta dell’ennesima
somiglianza con PCV2, la cui circolazione ¢ stata dimostrata antecedere di decenni

I’improvvisa affermazione di questo virus come patogeno su scala globale.

Come gia accennato, i limiti di questo studio risultano legati alla natura del
campionamento (non sistematico ma di convenienza), che non ha permesso
I’elaborazione di dati di prevalenza né una ottimale analisi statistica di molti dei dati

raccolti.
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Se per quanto riguarda Mhyo la situazione epidemiologica appare stabile e ormai ben
definita, piu interessante potrebbe essere proseguire in futuro quanto iniziato in questo
progetto relativamente allo studio di un microrganismo emergente e potenzialmente

rilevante come PCV3.
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