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I	virus:	PRRSV-1	&	PRRSV-2	

•  PRRSV-1:	Paesi	Bassi,	Lelystad	virus	(Wensvoort	
et	al.	1991)	

•  PRRSV-2:	USA,	VR-2332	(Collins	et	al.	1992)	
•  Enveloped	ss	RNA	virus	
•  Mininidoviridae	famiglia	

–  Betaminidovirus	genere	

•  Specie:	betaminidovirus	suid	1	
(PRRSV-1)	

•  Species:	betaminidovirus	suid	2	(PRRSV-2)	

(n=12)	

(ca.	80%	del	genoma)	



Mininidoviridae	(Arteriviridae)	tassonomia	

In	2012	 In	2016	

Quale	il	prossimo?	

Faaberg	et	al.	2012,	Family	Arteriviridae.	 Kuhn	et	al.	Arch	Virol.	161,	2016		

11	simian	arterivirus	altamente	
divergen5	in	diversi	prima5	
Africani;	
1	nuovo	arterivirus	nel	African	
forest	giant	pouched	rat,		
1	nuovo	arterivirus	nel	brushtails	
(possum)	comune	in	New	Zealand	



0.03	

PRRSV-2	

PRRSV-1	

PRRSV-1 and PRRSV-2 sono due specie virali 
diverse che causano una malattia - PRRS 

Dendrogramma	da	Juan	Abrahante,	University	of	Minnesota.	

>50%	



Perchè	il	sequenziamento	è	uEle	nello	
studiare	il	virus	della	PRRS?	

•  Il	genoma	di	PRRSV	è	altamente	predisposto	a	mutare	
•  La	 sequenza	 dell’acido	 nucleico	 (l’ordine	 dei	 nucleo5di)	 di	
ogni	 s5pite	 virale	 è	 unica	 (quindi	 la	 sequenza	 è	 come	
un’impronta	digitale!)	

•  Discriminare	tra	le	specie	di	PRRSV	(geno5pi)	è	facile	tramite	
PCR	(i	loro	geni	differiscono	del	40-50%!!)	

•  Ma	discriminare	tra	s5pi5	richiede	il	sequenziamento	
	

  

1   aggctggtaacttac 
3 tcacgctggtaacttac 
4  caggctggtatctt 
5   agagt---aacttac =	



DNA	sequenziamento	e	analisi	

Estrazione	RNA	 Corsa	di	PCR	Campione	

Sangue	
(ma	non	solo)	

Amplifica5	messi	nel		
Sequenziatore	

1   aggctggtaacttac 
3 tcacgctggtaacttac 
4  caggctggtatctt 
5   agagt---aacttac vac1
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Ada>ato	da	M.P.	Murtaugh	



Cos’è	la	filogenesi?	

L’obiegvo	 del la	 filogenesi	 ( in	
generale)	 è	 quello	 di	 cogliere	 le	
relazioni	evolu5ve	tra	specie	diverse!	
	
(cogliere	le	relazioni	tra	s.pi.	virali	
nel	nostro	caso!)	
	



•  La	ricostruzione	di	un	albero	filogene5co	(cioè	 le	relazioni)	è	
una	 PROCEDURA	 di	 STIMA	 in	 cui	 la	 storia	 evolu5va	 viene	
faha	sulla	base	di	INFORMAZIONI	INCOMPLETE	

•  Cagva	qualità	delle	sequenze,	o	impropria	selezione	del	set	di	
referenza	possono	portare	a	conclusioni	errate	

	
	
	
ATTENZIONE:	molto	spesso	la	storia	evoluEva	di	PRRSV	è	ricostruita	
sulla	base	di	sequenza	nucleoEdiche	di	una	frazione	molto	piccola	del	
genoma	intero!!	
[meno	di	1000	nucleoEdi	(ORF5+ORF7)	su	15000	(intero	genoma)]	
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Phylogenetic analysis of ORF5 and ORF7 sequences of
porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)

from PRRS-positive Italian farms: A showcase for PRRSV
epidemiology and its consequences on farm management§
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Abstract

We investigated the dynamics of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) variability in a range of
swine PRRS-positive farms located in Northern Italy, to provide insights into the epidemiology and diffusion of the virus,
particularly throughout the entire swine production chain. In this context, we also examined the effectiveness and the critical
points of a recently developed gilts acclimatization program in swine breeder farms. To achieve these aims, we designed new
primers and determined 64 complete open reading frame 5 (ORF5) sequences, representing Italian PRRSV field strains and the
European vaccine Porcilis strain (Intervet); in addition, the more conserved ORF7 of 11 PRRSV strains were sequenced. The
domains’ prediction of their putative protein sequences was performed as well. Based on these sequences, phylogenetic trees
were inferred which revealed a high degree of variability among the PRRSV Italian strains. The outcomes of the phylogenetic
analysis showed that the most frequent source of infection in PRRS-positive farms (sow herds, nursery sites, fattening units) was
the introduction of animals carrying a new variant and not the modification of already present variants; moreover, the integration
of data from phylogenetic analysis and from the clinical and serological status of the swine herds suggested that the
acclimatization program could be a valid tool to stabilize the PRRS clinical picture in farms, only when applied in combination
with rigorous bio-security routine management and avoid the incoming of new PRRSV variants.
# 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Filogenesi	=	strumento	epidemiologico	e	di	management	
	 	 	 	 		(valutazione	della	biosicurezza)	



ORF5	tree	 ORF7	tree	



La	5pizzazione	gene5ca	dei	PRRSV	è	uno	strumento	
molto	importante	per	tracciare	

epidemiologicamente	(raggruppare)		
i	virus	della	PRRS		

ma…	
	

il	numero	di	sequenze	disponibili	in	Europa	è	
limitato	

	
cosi…	
	

iden5ficare	le	fon5	di	uno	s5pite	di	PRRSV	è	spesso	
non	possibile!	



Alcune	esperienze	italiane	a	livello	globale	e	locale….	



Due	Clades	principali	ben	disEnE!	

ORF7	
ORF5	

Clade	A	

Clade	B	
subtype	II		

subtype	I		

Drigo	et	al,	2014,	J	Virol	Methods,	(97sequenze)	
+	

Sequenze	da	GenBank	(Forsberg-2002;	Pesente-2006;	
Stadejek-2008;	Toplak-2012)	

Inter-clade	(12%)	
Intra-clade	(8,3%/4,1%)	

Inter-clade	(15,3%)	
Intra-clade	(12,4%/8,8%)	



Cosa	comporta	una	ampia	variabilità	geneEca?	

1)	 Differen5	 dinamiche	 delle	 diverse	
	 popolazioni	 virali	 nel	 tempo	 e	 nello	
	spazio	

2) 	Possibili	ripercussioni	su	performances	
	diagnos5che	(PCR)	-	“mismatches”	

3) 	Possibili	ripercussioni	sul	rapporto	virus-ospite
		



Cosa	comportano		
DUE	Clade?	

1)  Differente	dinamica	di	
popolazione	virale	nel	

tempo	per		
origine,	trend,	evoluzione	



2)	Possibili	ripercussioni	su	performances	
diagnosEche	(PCR)	–	“mismatches”	

End	point	
RT-PCR	
primers	

Probes	
EU1/EU2	

qRT-PCR	
primers	

Clade	A	

Drigo	et	al,	2014,	J	Virol	Methods	

3/62	(-)	

5/62	(-)	



End	point	
RT-PCR	
primers	

Probes	
EU1/EU2	qRT-PCR	

primers	

Necessità	di	aggiornamento	probes	
per	la	Clade	B	(in	rosso	le	sequenze	
di	campioni	falsamente	nega5vi	alla	
metodica	con	probe;	in	blu	quelle	
falsamente	nega5ve	ad	un	KIT	
commerciale	sempre	con	Probe)	

Clade	B	

Drigo	et	al,	2014,	J	Virol	Methods	

22/31	(-)	

1/31	(-)	



Allevame
nto dello 
stesso 

proprieta
rio 

PRRSV-1 

Aborto Italiane 

All
ev
a
m
en
to  

PRRSV-2 Albero 
filogenetico 
 
ORF7 

24	gruppi	di	scrofehe	(7	
kg),	 acclimatate	 con	
esposizione	 naturale,	
m o n i t o r a g g i o	
longitudinale	 e	 cross-
sec5onal	 dello	 s5pite	
c i r c o l a n t e	 e 	 s u a	
divers ificazione	 nel	
tempo;	
Un	 episodio	 di	 PRRS	
reproduc5ve!	

<1	%	in	24	mesi	

Studio	a	livello	LOCALE…	

>8%	



S5pi5	di	PRRSV-1	possono	ricombinare	
S5pi5	di	PRRSV-2	possono	ricombinare	

	
La	ricombinazione	tra	PRRSV-1	e	PRRSV-2		

non	è	mai	stata	evidenziata	
	

La	ricombinazione	tra	due	s5pi5	è	possibile	solo	se	
infehano	contemporaneamente	una	cellula	ospite	allo	

stesso	tempo	(coinfezione)	

La	ricombinazione	geneEca	aumenta	la	
diversità	geneEca	di	PRRSV?	



‘’6	delle	66	sequenze	concatenate	(ORF5+ORF7)	erano	ricombinan.”	
	
‘’La	limitata	diffusione	spazio	temporale	degli	s.pi.	ricombinan.	depone	a	
favore	di	una	limitata	fitness	dei	ricombinan.	rispeIo	agli	s.pi.	parentali	e	
quindi	anche	di	un	ruolo	epidemiologico	marginale	di	questo	fenomeno”	

Studio	a	livello	GLOBALE…	



•  Allevamento	francese	che	stava	seguendo	un	programma	di	stabilizzazione,	prima	usando	
UNISTRAIN	(HIPRA)	e	poi	con	Porcilis	PRRS	(MSD)	

•  Alla	fine	del	2013	una	banda	di	500	suineg	è	stata	vaccinata	per	sbaglio	con	entrambi	i	vaccini	a	
poche	segmane		di	distanza.	

•  Lo	s5pite	PRRS-FR-2014-56-11-1	fu	isolato	dal	siero	di	suineg	sani	raccolto	nel	2014	
•  3	even5	di	ricombinazione	sono	sta5	evidenzia5	tra	UNISTRAIN	(parente	maggiore)	e	il	Porcilis	

PRRS	(parente	minore)	in	ORF1	

•  Nessun	segno	clinico	osservato	in	allevamento!	



Le	caranerisEche	geneEche	di	uno	sEpite	
determinano	la	sua	patogenicità?	



Apparentemente	SI…	



Bor,	Bielorussia	

Ili,	Russia	

18794,	Denmark	

	SU-1	Bel	
	Lena	

ORF5	albero	

Lo	s5pite	Bielorusso	PRRSV-1	BOR59	(group	3)	era	
significa5vamente	più	patogeno	di	altri	s5pi5	impiega5	
nell’esperimento	
Lo	s5pite	Russo	PRRSV-1	ILI6	(group	2)	appena	più	
patogeno	dello	s5pite	danese	18794	(group	1)	

[cortesia	di	Stadejeck]	



	
	
	

La	risposta	è	SI,	ma	non	sappiamo	esanamente	
dove	guardare!	

	
Non	sono	staE	ancora	idenEficaE	i	Marker	di	

Virulenza!	

…e	poi	PRRSV	non	agisce	da	solo…	

Le	caranerisEche	geneEche	di	uno	sEpite	
determinano	la	sua	patogenicità?	



•  Novembre	2010	un	caso	di	PRRS	molto	grave	(severe)	avvenuto	in	
ciclo	chiuso	dello	Jutland	(DK)	

•  Mortalità	pre-svezzamento	fino	al	50%	
•  Fino	al.	70%	di	fe5	mummifica5	
•  Campioni	sono	risulta5	posi5vi	per	PRRSV-2,	e	nega5vi	per	PCV2,	

PPV,	leptospira	

•  Le	perdite	totali	per	la	durata	del’episodio	di	15	segmane	sono	
state	del	30%	

•  Le	perdite	medie	in	sala	parto	del	9.3%	

•  E’	entrato	un	nuovo	sEpite	altamente	patogeno	in	Danimarca??	



Infezione	sperimentale	

•  Lo	s5pite	di	PRRSV-2	isolato	dal	caso	clinico	era	
molto	simile	agli	altri	s5pi5	danesi	

–  ‘’Ingelvac	PRRS	MLV	related”	
	

•  Lo	sEpite	di	PRRSV-2	isolato	dal	caso	clinico	ha	
fallito	 nell’indurre	 segni	 clinici,	 lesioni	
patologiche	e	alE	livelli	di	viremia	

QUINDI:	

•  La	gravità	clinica	in	campo	deve	
essere	 stata	 causata	 da	 altri	
fanori	 rispeno	 o	 in	 aggiunta	 a	
PRRSV	

•  I	 segni	 clinici	 in	 campo,	 non	
sono	sempre	affidabili	indicatori	
della	virulenza	di	PRRSV!	

•  Suineg	di	4	segmane	nega5vi	da	patogeni	specifici	
(Mhyo,	PRRSV,	App	1,	2,	3,	4,	5,	6,	7,	9,	10)	

•  Vaccinazione	con	Ingelvac	PRRS	MLV	e	challenge	con	l’isolato	dal	caso	clinico	dello	Jutland	



Perchè	e	Come	fare	diagnosi	di	PRRS?	

•  Per	diagnosEcare	la	forma	clinica	(riproduqva	o	
respiratoria)	
– Rilievo	tramite	PCR	di	PRRSV	in	fe5,	polmoni	

•  Per	diagnosEcare	la	forma	sub-clinica	(performance	
ridone)	
– Rilievo	tramite	PCR	di	PRRSV	e	altri	fahori	in	gruppi	
che	stanno	performando	male	

– Rilievo	della	sieroconversione	tramite	ELISA	in	
gruppi	che	stanno	performando	male	

	



Perchè	e	Come	fare	diagnosi	di	PRRS?	
	

•  Per	pianificare	e	monitorare	gli	effeq	di	programmi	di	
controllo	
– PCR	per	il	rilievo	di	PRRSV	in	suineg	svezza5	
durante	il	programma	di	stabilizzazione	

– ELISA	per	confermare	l’esposizione	delle	scrofehe	
(nei	protocolli	di	acclimatamento)	

– DNA	sequenziamento	per	iden5ficare	cambiamen5	
negli	s5pi5	circolan5	



Considerazioni	sui	Metodi	diagnos5ci	
•  La	selezione	del(i)	metodo(i),	e	del	campionamento	

dipende	dall’obieqvo	finale.	
•  Più	ambizioso	è	l’obieqvo,	più	complesso	il	protocollo	

diagnosEco	deve	essere	
–  Suino	Infeho	o	non	infeho?	
–  Perchè	il	programma	di	controllo	della	PRRS	non	funziona?	

•  Sensibilità	o	Specificità?	
–  NON	si	possono	massimizzare	entrambe,	si	può	solo	ogmizzarle	
–  Quale/cosa	sacrificare?	

•  Nessun	metodo	è	perfeno,	quindi	meglio	se	sierologia,	PCR	
e	sequenziamento	vengono	combinaE	in	modo	sistemaEco	e	
maniera	logica.	



ELISA	

PRO	
•  Elevato	rendimento	
•  Veloce	
•  Poco	costosa	
•  Abbastanza	facile	da	eseguire	
•  Ampia	specificità	per	diverse	varianE	

CONTRO	
•  Ritardo	di	rilievo	dell’infezione	
•  Conferma	di	esposizione	(o	di	

immunità	passiva),	non	di	stato	di	
infezione	e	di	stato	immunitario	

•  U5le	per	diagnosi	di	popolazione	non	
per	diagnosi	su	singolo	

•  Dovrebbe	contenere	entrambi	i	
geno5pi	per	una	sensibilità	ogmale	

•  La	discriminazione	dei	genoEpi	è	
difficile	

•  Possibile	problema	di	singoli	falsi	
posiEvi	(scrofe!	-	IDEXX	X3	100%	Sp!)	



(RT-)PCR	
PRO	
•  Permehe	di	individuare	singoli	infeg	
•  Discrimina	PRRSV-1	da	PRRSV-2	
•  Campioni	di	popolazione	possono	

essere	esegui5	in	pool	(con	minima	
perdita	di	sensibilità)	

•  Può	essere	impiegata	su	un	ampio	
range	di	matrici,	inclusi	i	fluidi	orali	e	
il	seme	

CONTRO	
•  Incline	alla	cross-contaminazione	
•  La	Sensibilità	è	influenzata	dalla	

variabilità	gene5ca	
•  La	Specificità	è	influenzata	da	

reagen5	e	sonde	(‘’late	raisers”)	
	…importanza	del	Ct	value…	



•  20	s5pi5,	differen5	diluizioni	
•  Type	1,	sonoEpi	2,	3,	4	
•  Type	2,	inclusi	HP-PRRS	
•  8	Kit	commerciali	Real-Time	PCR	

•  I	kit	hanno	trovato	dal	50	al	95%	dei	campioni	
•  Solo	3	kits	(I,	VII	and	VIII)	hanno	trovato	tuq	

gli	sEpiE	di	PRRSV	
•  Il	kit	III	non	ha	trovato	nessuno	degli	sEpiE	

sonoEpo	3	

QUINDI:	molB	dei	kit	disponibili	in	
commercio	di	real	Bme	RT-PCR	non	
sono	in	grado	di	rinvenire	i	so>oBpi	

est	europei	di	PRRSV	Type	1	
	
[PRRS	Symposium,	Gent	2015]	



Evoluzione	PRRSV	e	diagnosEca:	
	

1.  Non	esiste	una	PCR	che	vada	bene	per	tug	i	soho5pi	e	
	alcuni	metodi	risentono	anche	dell’influenza	del	Clade!	
	Quindi	in	situazioni	par5colari,	accoppiare	più	test!	

	
2.  Diagnos5ca	biomolecolare	va	con5nuamente	saggiata	e	

aggiornata!	
	(ring	test	e	confronto	in	silico	con	sequenze).	

	
3.  Necessità	di	sequenziare	di	più	e	anche	porzioni	diverse	da	

ORF5	e	ORF7,	condividendo	le	informazioni!	



Riassumendo	alcuni	conceg	(1)	

•  I	virus	della	PRRS	sono	virus	con5nuamente	e	
rapidamente	evolu5vi	

•  L’emergenza	 locale	 di	 varian5	 diverse	 di	
PRRSV	 sono	 molto	 più	 probabili	 come	
introduzioni	da	altrove		
	 	 	 	indicatori	di	bio(in)sicurezza	
– Movimentazione	 di	 suini,	 camion,	 persone,	 vaccini	
vivi	modifica5…	



Riassumendo	alcuni	conceg	(2)	
•  La	complessa	natura	della	PRRS	richiede	protocolli	
diagnos5ci	 solidi	 e	 strumenE	 propriamente	
validaE	ma	 allo	 stesso	 tempo	 anche	 strategie	 di	
controllo	complesse	e	basate	sulle	evidenze		
	[IDEXX	X3	ELISA	rimane	il	gold	standard	per	la	 	diagnosi	
	sierologica	e	il	monitoraggio	delle	aziende	suinicole]	

	

•  L’analisi	geneEca	non	permene	di	predirre	la	
virulenza	di	uno	sEpite	di	PRRSV	o	l’efficacia	
vaccinale	 ma	 è	 un	 essenziale	 strumento	 di	
monitoraggio	 della	 biosicurezza	 e	 di	 tracing	
epidemiologico!	



Relax	now…	


