
INTRODUZIONE AI 
METODI DIAGNOSTICI

Mantova, 29 Aprile 2009



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 
attività 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 immunità
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



PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE

IgM

7 gg – 14 gg PI

IgG

14 gg – mesi PI

BS/114/2000



PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE
• Presenza contemporanea di Virus ed Anticorpi (IgG)

• Attività neutralizzante tardiva degli anticorpi:
30 – 60 gg

Esposizione 
al PRRSV

Viremia

0 1 mese 2 mesi

Carica virale 
nei tessuti

5 mesi

Anticorpi sieroneutrallizanti

Cellule secernenti IFN-γ

Lopez et al. 2004 modificato



SIERONEUTRALIZZAZIONE

• Valutazione capacità anticorpi di inibire 
l’effetto citopatico (MARC-145) del virus

Virus in assenza di Ab
neutralizzanti

Virus in presenza di Ab
neutralizzanti

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



PRRSV: SIEROLOGIA

ELISA

Sensibilità

Specificità
Screening di popolazione

No identificazione 
Anticorpi protettivi



PRRSV: SIEROLOGIA
Kit IDEXX

Sample to Positive (s/p):

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

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

Valutato in Densità Ottica (OD)



BIOLOGIA MOLECOLARE
Acido Nucleico Virale

RT-PCR: RNA virale

Metodica qualitativa

Dimostrata Presenza 
Non Dimostrata Presenza

Metodica quantitativa

Real Time RT-PCR: RNA virale

Quantità di amplificato d.p. 
alla quantità di RNA iniziale 



PRRSV: INFEZIONE SPERIMENTALE

• Presenza di acido nucleico ascrivibile a PRRSV: 
7 - 30 gg POST INFEZIONE

C Positivo

Sieri positiviC negativo e sieri 
negativi

Real-Time RT PCR



PRRSV: INFEZIONE di CAMPO

Analisi in RT-PCR (2007)
Ricerca acido nucleico virale

• Campioni n° 15.256

• Positivi n° 4.201 (27.5%)

• Negativi n° 11.055 



PRRSV: INFEZIONE di CAMPO

Analisi con IDEXX kit (2007)
Ricerca anticorpi sierici

• Campioni n° 60.766

• Positivi n° 43.455 (71,5%)

• Negativi n° 17.311



SEQUENZIAMENTO
• ORF 5: segmento più variabile

• ORF 7: segmento più conservato

Albero filogenetico
basato sulle sequenza 
nucleotidiche di ORF 5

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





GRAZIE PER 
L’ATTENZIONE



CONCLUSIONSCONCLUSIONS

Four PRRSV strains were selected for Four PRRSV strains were selected for 
the studythe study

55/L/200055/L/2000
114/L/2000114/L/2000
162/L/2000162/L/2000
418/L/2003418/L/2003

AminoacidAminoacid homology of these virus strains with the homology of these virus strains with the 
European prototype (Lelystad virusEuropean prototype (Lelystad virus-- LV) wasLV) was

86% (162/L/2000; 55/L/2000)86% (162/L/2000; 55/L/2000)
88% (418/L/2003)88% (418/L/2003)
82% (114/L/2000)82% (114/L/2000)
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