INTRODUZIONE Al
METODI DIAGNOSTICI



CAMPIONAMENTO

Prelievo di sangue in provette
senza anticoagulante

Mantenimento a + 4°C fino a
12 — 18 ore

In laboratorio si recupera il
siero

Utilizzo per analisi immuno-
enzimatiche, valutazione
attivita neutralizzante
anticorpi ed esecuzione
analisi di biologia molecolare




CAMPIONAMENTO

Prelievo di sangue in
provette con eparina

Mantenimento a
temperatura ambiente
per 8 ore max

Si usa il sangue in toto
per saggi di immunita
cellulare

Si recupera poi il plasma
per analisi immuno-
enzimatiche sui prodotti
della reazione immune




METODO IMMUNO-ENZIMATICO
(ELISA)

* Ricerca di anticorpi specifici per antigene virale
 IgM, IgG, IgAs, IgE

indirect ELISA

Antigen B
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Incubate and wash




PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE
BS/114/2000 ﬁ

[l Light €LY chain
Ll Heawvy (H) chain

e isulfide bond

1999 Encyclopasdia Britannica, Inc.



PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE

 Presenza contemporanea di Virus ed Anticorpi (IgG)
« Attivita neutralizzante tardiva degli anticorpi:

Cellule secernenti IFN-y

Esposizione
al PRRSV

0 1 mese 2 mesi 5 mesi

Lopez et al. 2004 modificato



SIERONEUTRALIZZAZIONE

* Valutazione capacita anticorpi di inibire

a e NINS ) Vi A < 4 el-

Virus in presenza di Ab Virus in assenza di Ab
neutralizzanti neutralizzanti

Yoon I.J. et al. 1994 J.Vet.Diagn. Invest.



PRRSV: SIEROLOGIA

[ ELISA |
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Anticorpi protettivi



PRRSV: SIEROLOGIA
Kit IDEXX

(Siero in esame su PRRSV) — (Siero in esame su Ag -)

(Controllo + su PRRSV) — (Controllo + su Ag -)

Valutato in Densita Ottica (OD)



BIOLOGIA MOLECOLARE
Acido Nucleico Virale

RT-PCR: RNA virale Real Time RT-PCR: RNA virale

Dimostrata Presenza Quantita di amplificato d.p.
Non Dimostrata Presenza alla quantita di RNA iniziale



PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE

e Presenza di acido nucleico ascrivibile a PRRSV:

C Positivo

: §

C negativo e sieri
negativi /

10 20 20 4
Cycle

Sieri positivi

Fluorescence

Real-Time RT PCR



PRRSV: INFEZIONE di CAMPO

* Negativi n° 11.055



PRRSV: INFEZIONE di CAMPO

 Negativi n°17.311



SEQUENZIAMENTO

o g o B
Lelystad-like s

Ropp S.L. et al. 2004 J. Virol.



INFORMATIVA resa allinteresaato al'stie della raccolta dal datl
personall comunl & Banzlbll &l sansl dall'art. 13, comma 1, dal
decreto lagislativo 30 glugno 2003, n. 198, recants “Codics In
mataria dl protezions del dafl peracnall™.

Al sensl delfart. 13, comma 1, del decreio l=glsiattve 30 glugro 2003, n. 156 =d
In relazione al dat personal da acquisire, Le fomilamo e s=guent indomazionl.

11 Corfanuto dsl cabl

I nostre Enfe intznde fmttare datl personall comunl direfiaments acquisitl
dallinferessaio; nome, cogrome, lwopo = dafa dl nascil, codice flscals,
Indirizzo, recapho belefonico.

I Finalia del trattaments

Il trattamente a oul saranno sollopost] | catl personall che saranno acquisi =
perodicamenie agglornal] ha k= seguent] tnalta:

al orpanizzare &l megllo || corso dl formazione = aggiornamerio cul
IMink=ressaio dchi=de Mscrizione;

bl  ads=mplere &gl obbilgnl di I=gge cormess] Al programma ECAL;

(4] Inviare materials informativo su alid cors| arganizzatl cal'Ends.

3 Modallta dsl trattamants

I irafaments polrd e®efiuars] con 0 serza Fausllio dl mezzl sedronid o
comungue aviomatizzal = saranno efi=liuabe pressoché tubke b= operazionl
allart 4 comma 1, I8, a) = cecreln l=gisiative.

4}  Matura obbiigatoria o facoltativa dsl confsriments

I corferimeants @2l dadl personad relathd al rattaments in parols & cboigatorks
rella mibsura pecessarda = limEatamenbs al rapplunpimenty deli= finali al
precedent punll 2 & b-. Fer b= finalkd di ol al precedente punfio c- & del heifo
facoiatvo.

£} Corcsgusrzs dl un avembuals riflute

L'eventuale ritubs di fomire: | datl di ool || conferimanto & coolgateris o Impecind
dl prowveders al'=s=cuzione degll ocbbighl dervandl dalla legge = dar Corso
alllscridone richlesia. Per I rfube &l fornire | rimanentd dall mon & presisia
alcuna conseguenza Banemo tuttavia prieatl celda possbiks di fard oonososre |
rosir] ulberion programmiicors] di fommazione & apgomamenio

g Amblte di comurioazions del dadl
| dail In pesola potranno ess=ne comunicatl:

al Ministero d=lla Ealufe per lo svolpgimenty delle funzionl Isfluzionall, nel
NImE stabiit dala eggs = dal regotamentt

alla Regiore Lombardia;

alla Regiore Emills Romagna.

Ti  Fescponsabll ad Incarloat] she pofranne venire & conosoanza del dakl
Fofmnno wenlee & conoscenza del datl kil | responsabll del fra&amenbs e gl
Incaricati del iatamento colreeitl nelie Tnallta di cul al punic 1)

2 ambito di difhssions ded dakl
I datl In quesSone mon vesranng difusl

8 Diritl delintersscato
Alfnteressabo del iaZamento In esame & fconesciute Fesenclzio ged girltd di cul
all'art 7 el cecreto I=pisiatteo n. 1582003,

1@ THolars

THolare del ratlamerio & Mstiuio Zooprofiatico Sperimentale d=la Lombardla
e d=l'Emilla Romagna, con s=de In Bresch, «ia Blanchln. 5.

Rezponsable cel Trafamenis & || Didpente cela Strufura (Formazkane Sistema
Documentals Centro Nazioraie di Sefersnza per la Formazione In Sanks
Fubbilca Vel=dnaria)

111 Consanco sl fraftamsnio
Il consenso, ove necessano, pud =sser= presiato In o o In pade.

INFORMAZION!

Modalita di partecipazione

La partecipazione al workshop & gratuita sino al
raggiungimeanta dei post disponisili.

L'avenio & in faze di accreditaments ECM per i laur=afi in
Medicing VWeterinaria & Scienze Biclagiche

Le adesioni devranno persenire dlla Segreteria Organizzativa
entro e non olire il 30.04.2003 mediante le seguent modalita:

# Per i dipendenti dell'IZ5LER: iscrizione tramite
Intranet aziendale (hitpofsisinfol/sisinfal), nella
sezione Iscrizione Corsi

# Per gli esterni: iscrizione tramite il sito web
www veterinaribrescia.it

A tulti i partecipanti sara rilasciato Fattestato di
partecipazione.

SEGRETERIA SCIENTIFICA

Maurs Femar, Masaimo Amadon, Centro Substrati Cellular,
Istituto Zooprofilattico, Brescia

SEGRETERIA ORGANIZZATIVA

Ufficio Formazione

Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e
dell’Emilia Remagna

“fia Bianchi 8, Brescia

Tel 030/2280230 - Fax 0302280816

= mail: formazionei@hs.izs.it

r
F
Istituta Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia e Emilia Romagna
Brescia

Centre Substrati Cellulari

GIORMATA DI STUDIO E AGGIORMAMENTO

PROBLEMI IRRISOLTI Al FINI DM UN EFFICACE
CONTROLLO DELLA “PORCINE REPRODUCTIVE

AMND RESPIRATORY SYNDROME (PRRS)”

Brescia 22 magqgio 2009

SEDE Dl SWVOLGIMENTC
Istiuto Zooprofilattico Sperimentale
della Lombardia & dellEmilia Romagna
\ia A. Bianchi, @

25124 Brescia




GRAZIE PER

L’ATTENZIONE




CONCLUSIONS LA

Four PRRSV strains were selected for

the study

92/ / 2000
L/ 1/ 20)0)0)
135/' /2900

I6y/IE/Z005

###ﬁ

Aminoacid homology of these virus strains with the
European prototype (Lelystad virus- LV) was

% 347 (1652/1/2000: 55/1/2000)
#* 507 (418/1L/2003
% 527, (114/1/2000)]
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