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• PRRSV aspetti eziologici e patogenetici

• variabilità genetica PRRSV

• variabilità genetica PRRSV e diagnostica

• variabilità genetica PRRSV e biologia

• variabilità genetica PRRSV e ricombinazione

• At home message

Il percorso di questo incontro



I virus: PRRSV-1 & PRRSV-2

• PRRSV-1: Paesi Bassi, Lelystad virus (Wensvoort et al. 
1991) -> (Ceppo/Genotipo Europeo -> Type1)

• PRRSV-2: USA, VR-2332 (Collins et al. 1992) -> 
(Ceppo/Genotipo Americano -> Type2)

• (+)ssRNA virus con envelope

• Arteriviridae famiglia

• Betaarterivirus genere

• Specie: betaarterivirus suid 1 (PRRSV-1)

• Specie: betaarterivirus suid 2 (PRRSV-2)
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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 

divergenti in diversi primati 

Africani;

1 nuovo arterivirus nel African

forest giant pouched rat, 

1 nuovo arterivirus nel brushtails

(possum) comune in New 

Zealand

domani?



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%



•variabilità genetica (DRIFT)

VIRUS OSPITE

• Viremie piuttosto lunghe

• Tardiva risposta Anticorpale 

Neutralizzante e Cellulo-mediata

• Risposta Umorale (non sterilizzante) 

misurabile (ELISA) per ca. 1 anno

•ricombinazione
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https://doi.org/10.1016/j.vetimm.2004.09.005
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1) Replicazione in Macrofagi di 

tonsille, tratto respiratorio 

superiore e polmoni ➔ viremia in 

12h PI che può durare settimane

2) UP regolazione di citokine

pro-infiammatorie (TNF-!, INF-") 

3) DOWN regolazione di citokine anti-

infiammatorie

4) Aumento Livelli di aptoglobina

-Espressione Recettore CD163 che 

favorisce entrata cellulare e 

replicazione

-Diminuzione della attività 

battericida dei macrofagi

PRRSV: Danno e Meccanismo patogenetico

Immunosoppressione + Immunomodulazione



PRRSV Polmonite interstiziale



L A G E S T I O N E S U M I S U R A D E L L A P R R S I N A L L E V A M E N T O

L A G E S T I O N E S U M I S U R A D E L L A P R R S I N A L L E V A M E N T O

Secondary bronchi, tertiary

bronchi and bronchioles.

Foto Pablo Arruda – ISU/CVM



Perchè l’informazione genetica è utile nello studiare

il virus della PRRS?

• Il genoma di PRRSV è altamente predisposto a mutare (ca. 1 errore/10000 letture)

• La sequenza dell’acido nucleico (l’ordine dei nucleotidi) di ogni stipite virale è

unica (quindi la sequenza è come un’impronta digitale!) e potenzialmente

influenza la struttura virale (nucleotidi->aminoacidi->proteine)

Identità Funzione



Cos’è la filogenesi?

L’obiettivo della filogenesi (in

generale) è quello di cogliere le

relazioni evolutive tra specie diverse!

(cogliere le relazioni tra stipiti virali

nel nostro caso!)



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

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

ATTENZIONE: molto spesso la storia evolutiva di PRRSV è ricostruita sulla base
di sequenza nucleotidiche di una frazione molto piccola del genoma intero!!

[meno di 1000 nucleotidi (ORF5+ORF7) su 15000 (intero genoma)]≈6-7%
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ORF5 tree ORF7 tree



Due Clades principali ben distinti!

ORF7

ORF5

Clade A

Clade B
subtype II 

subtype I 
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 III 
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Inter-clade (12%)

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

Inter-clade (15,3%)

Intra-clade (12,4%/8,8%)

Quale la situazione italiana?



Cosa comporta una ampia variabilità genetica?

• Differenti dinamiche delle diverse popolazioni virali nel 

tempo e nello spazio

• Possibili ripercussioni su performances diagnostiche (PCR) -

“mismatches”

• Possibili ripercussioni sul rapporto virus-ospite



Cosa comportano 

DUE Clade?
Differente dinamica di 

popolazione virale nel 

tempo per origine, 

trend, evoluzione

Differenti dinamiche delle diverse 

popolazioni virali nel tempo e nello spazio



End point

RT-PCR 

primers

Probes

EU1/EU2
qRT-PCR 

primers

Clade A

3/62 (-)

5/62 (-)

Possibili ripercussioni su 

performances diagnostiche 

(PCR) – “mismatches”



End point

RT-PCR 

primers

Probes

EU1/EU2qRT-PCR 

primers

Necessità di aggiornamento probes

per la Clade B (in rosso le sequenze di 

campioni falsamente negativi alla metodica 

con probe; in blu quelle falsamente negative 

ad un KIT commerciale sempre con Probe)

Clade B

22/31 (-)

1/31 (-)

Possibili ripercussioni su 

performances diagnostiche 

(PCR) – “mismatches”



• 20 stipiti, differenti diluizioni

• Type 1, sottotipi 1,2, 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 tutti gli

stipiti di PRRSV

• Il kit III non ha trovato nessuno degli stipiti

sottotipo 3

QUINDI: molti dei kit disponibili in commercio

di real time RT-PCR non sono in grado di 

rinvenire i sottotipi est europei di PRRSV-1
[PRRS Symposium, Gent 2015]

Possibili ripercussioni su 

performances diagnostiche 

(PCR) – “mismatches”



Evoluzione (variabilità) PRRSV e diagnostica:

1. Non esiste una PCR che vada bene per tutti i sottotipi e

alcuni metodi risentono anche dell’influenza del Clade!

Quindi in situazioni particolari, accoppiare più test!

2. Diagnostica biomolecolare va continuamente saggiata e 

aggiornata!

(ring test e confronto in silico con sequenze).

3. Necessità di sequenziare di più, (anche porzioni diverse da 

ORF5 e ORF7), ma soprattutto condividendo le 

informazioni!



Le caratteristiche genetiche di uno stipite

determinano la sua patogenicità?

Possibili ripercussioni 

sul rapporto virus-ospite



Apparentemente SI…

Stipite Lena (subtype-3)



Type-II SAMS - 1996

(ricombinazione e drift)

Type-II Atypical PRRS 2001
MN184 (delezione nsp2 replicasi)

*
* Type-II Pig High Fever

2006 - (delezione nsp2)*

*

*

Type-I Lena-like (s3)

2010 - (delezione nsp2)

Comparsa di stipiti di diverso comportamento patogenetico
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La risposta è SI, 

ma non sappiamo esattamente dove guardare!

Non sono stati ancora identificati

i Marker di Virulenza!

…e poi PRRSV non agisce da solo…

Le caratteristiche genetiche di uno 

stipite 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 feti mummificati

• Campioni sono risultati positivi per PRRSV-2, e negativi per PCV2, PPV, leptospira

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

• Le perdite medie in sala parto del 9.3%

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



ma nell’infezione sperimentale…
• Suinetti di 4 settimane negativi 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
Lo stipite di PRRSV-2 isolato dal caso

clinico era molto simile agli altri stipiti

danesi

‘’Ingelvac PRRS MLV related”

Lo stipite di PRRSV-2 isolato dal caso

clinico ha fallito nell’indurre segni clinici,

lesioni patologiche e alti livelli di viremia

La gravità clinica in campo deve
essere stata causata da altri fattori
rispetto o in aggiunta a PRRSV
I segni clinici in campo, non sono
sempre affidabili indicatori della
virulenza di PRRSV!



riassumendo fin qui…

Variabilità genetica di PRRSV  cosa comporta?
• possibili difficoltà diagnostiche 

• differenti interazioni virus-ospite

• differenti andamenti epidemiologici nel tempo per selezione di 

stipiti virali di maggior successo riproduttivo (evoluzione)



e il ruolo della ricombinazione?

…sicuramente non è un ruolo passivo…



1) la ricombinazione cos’è?
scambio di materiale genetico tra virus diversi nel momento in cui riescono ad 

infettare contemporaneamente la stessa cellula (coinfezione) –

Template switching (che avviene in fase replicativa)

si hanno due «genitori»

in realtà un parente maggiore e uno minore 



2) la ricombinazione avviene casualmente? ed è un successo biologico?

è un fenomeno stocastico (probabilistico) 

che può essere facilitato quando:

a) esistono popolazioni virali caratterizzate da variabilità genetica come PRRSV (1/10000 

tasso di mutazione)

b) si ha coinfezione cellulare, quindi la presenza di due popolazioni virali genitrici 

bilanciate e abbondanti

c) più facile tra «simili nella diversità» (PRRSV1 e PRRSV2 mai dimostrata!)

d) favorita da animali viremici per lunghi periodi

e) deve produrre una progenie (generazione) trasmissibile e non deve essere 

rimpiazzata da altre popolazioni virali (fitness virale per il successo riproduttivo)



‘’6 delle 66 sequenze concatenate (ORF5+ORF7) erano ricombinanti”  ≈ 10%

‘’La limitata diffusione spazio-temporale degli stipiti ricombinanti depone a 

favore di una limitata fitness dei ricombinanti rispetto agli stipiti parentali e 

quindi anche di un ruolo epidemiologico marginale di questo fenomeno”

Studio a livello GLOBALE…

CONSIDERAZIONI:

1) Intensità di campionamento?

2) ORF5/ORF7



Ma la ricombinazione 

avviene solo tra ORF5 e 

ORF7?



IN REALTA’ la ricombinazione può coinvolgere 

differenti parti (ORFs) del genoma di PRRSV!

ORF2 ORF3

ORF4 ORF5

ORF6 ORF7

Ma la ricombinazione 

avviene solo tra ORF5 e 

ORF7?



Fattori di possibile MANAGEMENT

1) coinfezione di stipiti/varianti

2) la replicazione delle varianti a livello significativo

Fattori di NON possibile CONTROLLO

3) produzione di progenie virale di successo per 

replicazione e trasmissione

4) progenie deve avere forza evolutiva (fitness) 

ovvero non essere soppiantata da altre varianti

conseguenze della ricombinazione: nessuna, successo, insuccesso

QUINDI, la ricombinazione è un fenomeno naturale che connota 

l’evoluzione virale di virus come PRRSV [(+) ssRNA], di tipo probabilistico, 

condizionato da più fattori, alcuni influenzati esternamente all’ospite

epidemiologicamente

dipendenti

biologicamente 

dipendenti



gli stipiti vaccinali ricombinano?

Article DOI: https://doi.org/10.3201/eid2512.191111 
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E’ POSSIBILE!

con stipiti virali WILD 

(di campo)



• Allevamento francese che stava seguendo un programma di stabilizzazione, 

prima usando VaccinoA e poi con VaccinoB

• Alla fine del 2013 una banda di 500 suinetti è stata vaccinata per sbaglio con 

entrambi i vaccini a poche settimane di distanza.

• Lo stipite PRRS-FR-2014-56-11-1 fu isolato dal siero di suinetti sani raccolto

nel 2014

• 3 eventi di ricombinazione sono stati evidenziati tra VaccinoA (parente

maggiore) e il VaccinoB (parente minore) in ORF1

• Nessun segno clinico osservato in allevamento!

gli stipiti vaccinali ricombinano?

E’ POSSIBILE!

anche tra stipiti 

vaccinali
(primo esempio)



(secondo esempio)

gli stipiti vaccinali ricombinano?

E’ POSSIBILE!

anche tra stipiti 

vaccinali

• vaccinazione sequenziale con due diversi MLV

• generazione di un ricombinante

• disseminazione tramite centro verri positivizzato (seme)

• Patologia evidente e aggressiva in soggetti naive riceventi!



Un ricombinante può sparire (bassa fitness) o  predominare 

nell’allevamento. Può essere attenuato  o maggiormente 

virulento. 

Ad oggi non è possibile prevedere le caratteristiche di un 

ricombinante basandosi solamente sulla sequenza genica.

puntualizzando…



usare o non usare i vaccini?



«Sebbene non ci siano ancora vaccini perfetti e non 

siano chiari tutti i meccanismi immunologici di PRRSV 

sarà l’uso della vaccinazione a livello globale che 

permetterà il controllo della Sindrome Riproduttiva e 

Respiratoria del Suino»

Ma il vaccino deve essere considerato uno strumento 

di management e quindi va usato consapevolmente 

garantendo Biosicurezza e Monitoraggio diagnostico

Mike Murthaugh 1951-2018



1. NON vaccinare animali viremici (emergenza?) = controllare regolarmente svezzati e 

scrofette

2. NON usare differenti vaccini (MLV) contemporaneamente = vaccinazione uno-alla-volta!

3. NON usare differenti vaccini (MLV) uno subito dopo l’altro = rispettare un periodo di 

pulizia/raffreddamento vaccinale (almeno 5 settimane)

4. Aumentare biosicurezza sptt. per ridurre le introduzioni laterali = quarantena e trasporti 

sono l’HOT ISSUE

Riduzione della probabilità di coinfezione

Riduzione della replicazione virale

1. NON vaccinare in allevamenti indenni!

2. In aziende positive, tenere un solido e costante piano vaccinale delle scrofe (se infette 

riduce la viremia e aumenta MDA (immunità passiva)

3. Controllare l’effetto di MDA se si implementa la vaccinazione dei suinetti

4. Controllare regolarmente la dinamica di circolazione virale



AT home message

a. PRRSV è causa tuttora di gravi danni economici e nella sua storia ha dimostrato un 

potenziale evolutivo molto forte

b. Non conosciamo ancora tutte le relazioni tra variabilità genetica e meccanismo 

patogenetico (marker di malattia)

c. La variabilità genetica di PRRSV impone il continuo aggiornamento degli strumenti 

diagnostici biomolecolari

d. La ricombinazione di PRRSV è un fenomeno naturale e può coinvolgere anche gli 

stipiti vaccinali; NON è attualmente possibile prevedere le caratteristiche di un 

ricombinante basandosi solo sulla sequenza genetica

e. Necessario sequenziare regolarmente (e più tratti genomici), soprattutto quando si 

vaccinano grandi popolazioni (suinetti)

f. Controllare la scomparsa di uno stipite vaccinale quando si vuole cambiare prodotto

g. Sequenziare l’intero genoma se compaiono focolai di PRRS in aziende vaccinate



PREVENIRE È MEGLIO 

CHE CURARE 

THE END…


