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Caratteristiche di PRRSV

• Genoma: RNA a filamento singolo 

• Incline a mutazioni genetiche 

• Selezione «naturale» dei ceppi

• Coesistenza di ceppi diversi 
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Selezione «naturale» dei ceppi

• Fattori non dipendenti solo dal virus ma anche dall’ospite/ambiente

Capacità del sistema immunitaria del suino di far fronte alla replicazione 
(e alla trasmissione) del virus

Meno il virus replica  meno opportunità ha di mutare

Biosicurezza (riduzione carica virale/meno replicazione)

• Lo stesso virus in situazioni diverse subisce un’evoluzione diversa
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Che cosa è il sequenziamento

• Tecnica biomolecolare che permette di ricostruire l’ordine dei nucleotidi (A, C, G 
e T/U) che formano una molecola di DNA/RNA.

 Sequenziamento Sanger: utilizzato di routine, max 800-1000 pb, costi contenuti

 Pirosequenziamento: rapido e preciso ma applicabile a sequenze corte (max
300-500 pb)

 NGS (Next Generation Sequencing): intero genoma del campione in analisi

Frederick Sanger (1918-2013)

Premio Nobel per la Chimica
1958 e 1980



Dal campione alla sequenza
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Output del sequenziamento
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Elaborazione dei dati

PIM – tabelle di confronto

Albero filogenetico



Analisi di sequenza

nome cognome - data della presentazione 7

Lo scopo del confronto di due o più sequenze è quello di determinare se queste 
sono strettamente correlate o indipendenti

In altre parole: abbiamo a che fare con un virus «nuovo» o quello che circola è lo 
stipite «aziendale»???



Analisi di sequenza
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Dobbiamo tenere a mente che la nostra analisi si basa solo su due 
geni:

• ORF 5 circa 600 nucleotidi, frequenza di mutazione/anno 0,5-1%

• ORF 7 circa 400 nucleotidi, più stabile rispetto a ORF 5

E’ generalmente riconosciuto che confrontando 2 sequenze: 
• strettamente correlate se percentuali di identità > 97-98% (CUT OFF)

• < 97-98%: indipendenti



• Le differenze tra le varianti di un singolo ceppo circolante possono 
determinare il superamento del cut-off di di differenza del 3%

• Il concetto di CUT-OFF è valido per il confronto di ceppi identificati in un 
determinato contesto ma non può essere applicato tout-court nello studio 
dell’evoluzione nel tempo dei ceppi presenti in un’azienda

• La disponibilità di informazioni anamnestiche quali data/sito di 
isolamento/gravità della sintomatologia rilevata sono di fondamentale 
importanza per capire se si tratta di un ceppo nuovo
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Attenzione
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Output del sequenziamento – tabelle di confronto
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Output del sequenziamento – tabelle di confronto
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Output del sequenziamento – tabelle di confronto

Pregi Difetti

Elaborazione rapida
Non gestibile con numeri elevati di 

sequenze

Immediatezza di lettura Nessuna informazione evolutiva

Confronto tra poche 

sequenze

Dubbi interpretativi per valori 

prossimi al cut-off
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Output del sequenziamento – Albero filogenetico
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Output del sequenziamento – Albero filogenetico

Pregi Difetti

Informazioni evolutive Elaborazione complessa

Permette di gestire 

numeri elevati di 

sequenze (più sequenze 

ci sono tanto più 

informativo è l’albero)

Richiede numeri elevati di sequenze 

Necessario expertise per 

l’interpretazione



Va tenuto in considerazione che…

• PIM e alberi filogenetici si basano su stime e su informazioni incomplete in 
quanto:

si basano su 1/15 del genoma (solo ORF5 e ORF7)

Non è possibile conoscere tutti gli stipiti coinvolti in un determinato 
passaggio evolutivo (PRRSV ha tasso di mutazione elevato e possiamo 
studiare dal punto di vista filogenetico solo quelli che vengono conferiti per 
le analisi e spesso solo una parte di questi)
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• Negli studi filogenetici è importante includere un dataset di sequenze 
rappresentative delle realtà locali/regionali/nazionali… mondiali

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



Applicazioni dell’analisi di sequenza

• Non è uno strumento diagnostico

• E’ uno strumento epidemiologico, utile per il monitoraggio 
dei ceppi circolanti in azienda/sito produttivo, gruppo 
integrato/regione o area geografica

• Potenzialità elevate… in funzione di
- livello di condivisione dei dati (quantità di sequenze, 
n. di siti da cui provengono, areale coperto)

- qualità dei dati (sequenze e informazioni 
cliniche/anamnestiche)
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2 miti da sfatare….
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• Confronto con ceppi vaccinali

- utile per differenziare il virus vaccinale da quello aziendale in 
soggetti viremici post-vaccinazione 

- Non fornisce nessuna indicazione sulla scelta/efficacia di un vaccino

• Sequenziamento non da informazioni su patogenicità dello stipite

- eventuali marker di patogenicità non sono ancora stati individuati



Grazie per l’attenzione


