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RIASSUNTO
Il virus dell’epatite E (HEV) è un virus a RNA che causa, nell’uomo, un’epatite acuta 
generalmente autolimitante. I suini (domestici e selvatici) sono il principale reservoir. 
L’identi cazione delle aziende infette è il presupposto principale per implementare dei 
programmi di sorveglianza per questa zoonosi, ormai considerata emergente, e per ridurre 
il rischio di introdurre prodotti contaminati nella  liera di produzione degli alimenti. 
L’obiettivo del presente lavoro è stato quello di valutare il possibile uso degli emosieri 
testicolari ottenibili al momento della castrazione dei suinetti (processing  uids, PF) per 
la ricerca di anticorpi anti-HEV. Cinquantacinque campioni individuali appaiati di siero e 
PF sono stati prelevati da altrettanti suinetti appartenenti a 20 diverse nidiate e analizzati 
con un kit commerciale ELISA per la ricerca di anticorpi anti-HEV. Una correlazione 
positiva (rho=0,677; p<0,01) è stata evidenziata tra il rapporto signal-to-cut-off (S/Co) 
degli anticorpi anti-HEV nei campioni di siero e di PF. In tutte le nidiate era presente 
almeno 1 suinetto sieropositivo ma solo 13 (65%) sono risultate positive anche nei PF. Per 
valutare il possibile utilizzo di pool di PF e il limite di rilevabilità del test ELISA, sono 
stati creati pool arti ciali miscelando emosieri individuali positivi con valore ELISA S/Co 
alto, medio, medio-basso e basso con a 3, 4, 5 e 6 campioni individuali negativi di PF. I 
risultati ottenuti suggeriscono che è ancora possibile identi care un pool positivo quando 
almeno un campione individuale di PF con medio (S/Co>2,5) o alto (S/Co>6) livello 
anticorpale è miscelato con 5 o 6 campioni individuali di PF negativi. Il rilevamento, nei 
PF, di anticorpi anti-HEV di origine materna indica una passata esposizione al virus delle 
scrofe. I PF potrebbero rappresentare uno strumento rapido, non-invasivo ed economico 
per identi care le aziende infette da HEV.

ABSTRACT
Hepatitis E virus (HEV) is an RNA virus causing an acute generally self-limited disease in 
humans. Pigs and wild boars are the main reservoirs. Identifying HEV positive pig farms 
is important to implement surveillance programmes for this emerging zoonotic agent and 
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to limit the risk of introducing contaminated products into the food chain. The aim of 
this study was to evaluate the use of serosanguineous  uids obtained as part of castration 
practice (processing  uids, PF) to detect anti-HEV antibodies in newborn piglets. Fifty-
 ve paired serum and PF samples were collected from piglets of 20 different litters and 
tested with a commercial ELISA kit. A positive correlation (rho=0.677; p<0.01) was found 
between signal-to-cut-off (S/Co) ratio of anti-HEV antibodies in serum and PF samples. 
In all litters there was at least one positive piglet in serum. Thirteen litters (65%) were 
also positive in PF. To simulate the use of PF as pooled samples, the limit of detection of 
the ELISA was assessed mixing the PF sample with strong, medium, medium-weak and 
weak ELISA S/Co with 3, 4, 5 and 6 negative PF samples. Our results suggest that it is 
still possible to identify a positive PF pool when at least one individual PF with medium 
(S/Co>2.5) or strong (S/Co>6) antibody level is mixed with 5 or 6 individual negative PF 
samples. The detection of anti-HEV maternal-derived antibodies in PF con rms a past 
exposure of sows to the virus. PF may represent a rapid, non-invasive and economical tool 
to identify HEV positive farms.

INTRODUZIONE
Il virus dell’epatite E (HEV) è causa di epatite negli animali e nell’uomo (Purcell 
e Emerson, 2008). HEV è un RNA virus a singolo  lamento dotato di quasi-envelope 
classi cato nella famiglia Hepeviridae, genere Orthohepevirus (Purdy et al., 2017). Le 
specie del genere Orthohepevirus A comprendono 8 genotipi (da HEV-1 a HEV-8) in grado 
di infettare l’uomo ed altri mammiferi. Solo i ceppi appartenenti ai genotipi da HEV-1 
a HEV-4 sono stati messi in evidenza in Europa. HEV-1 e HEV-2 infettano solo l’uomo 
mentre HEV-3 e HEV-4 sono zoonosici. In passato, in Europa, i casi umani causati da 
HEV-1 e HEV-2 erano messi in relazione con soggiorni in aree endemiche (Paesi in via 
di sviluppo). Tuttavia, negli ultimi 10 anni, è stato descritto un numero crescente di casi 
autoctoni, causati dalla trasmissione zoonosica dei genotipi HEV-3 e HEV-4 (Aspinall et 
al., 2017), attualmente considerati endemici in alcuni Paesi industrializzati (Chalupa et al., 
2014). In Europa, la trasmissione alimentare di HEV-3 e HEV-4 sembra essere una delle 
principali modalità di infezione ed è correlata al consumo di prodotti a breve stagionatura 
(principalmente salsicce contenenti fegato di suino) e carne poco cotta di cinghiale (Kamar 
et al., 2017).
La presenza di HEV-3, il genotipo più frequente in Europa, è stata largamente descritta 
nelle popolazioni di suini (Pavio et al., 2017). La trasmissione all’uomo può quindi essere 
favorita dall’elevata prevalenza di aziende e capi infetti.
In Europa, la sieroprevalenza intra-aziendale per HEV varia dal 30% al 98% (Salines et al., 
2017), con alcune differenze relative ai singoli Paesi (Casas et al., 2009, Lange et al., 2017, 
Rose et al., 2011). Anche la prevalenza di animali infetti è molto variabile: da un minimo 
del 10%  no a un massimo del 100% (Salines et al., 2017). 
Negli ultimo anni, sono stati implementati numerosi metodi per la ricerca sia dell’RNA 
di HEV sia di anticorpi speci ci (IgG e IgM) (Kumar et al., 2013, Ponterio et al., 2014, 
Purcell e Emerson, 2008).
A causa delle implicazioni di sanità pubblica e della sua grande diffusione nelle popolazioni 
di suini, è importante determinare la prevalenza di allevamenti infetti. Sono quindi 
necessari programmi di sorveglianza per HEV allo scopo di acquisire maggiori conoscenze 
sulla presenza, prevalenza e caratteristiche dei ceppi circolanti negli allevamenti, al  ne di 
implementare eventuali misure di controllo con lo scopo di ridurre il rischio di infezione 
nei suini e, di conseguenza, il rischio di trasmissione di HEV all’uomo (EFSA, 2017, 
Salines et al., 2017).
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La castrazione chirurgica dei suini è una pratica routinaria e, verosimilmente, lo sarà 
ancora nel prossimo futuro, almeno  no a quando non saranno disponibili ef caci sistemi 
alternativi. Se la scrofa è entrata in contatto con HEV nel corso della sua vita, è lecito 
ritenere che, come per altri patogeni, i suinetti ricevano, attraverso il colostro, anticorpi di 
origine materna (MDA) speci ci per HEV che potrebbero essere rilevati nei  uidi siero-
emorragici (emosieri) originati dai testicoli asportati (processing  uids, PF).
L’obiettivo di questo studio è stato quello di valutare l’impego dei PF come matrice 
biologica per rilevare MDA anti-HEV, allo scopo di identi care in maniera rapida ed 
economica gli allevamenti infetti. 

MATERIALI E METODI
Campioni
Lo studio è stato condotto in un’azienda a ciclo chiuso del nord Italia con circa 2500 scrofe. 
L’azienda è positiva stabile nei confronti del virus della Sindrome riproduttiva e respirato-
ria (PRRSV) ed è dotata di elevate misure di biosicurezza. L’allevamento viene condotto in 
bande settimanali; di conseguenza, la castrazione dei suinetti viene effettuata con la stessa 
cadenza. Come stabilito dalla direttiva 2008/120/EC, le code non vengono tagliate. I PF 
esaminati sono stati quindi ricavati esclusivamente dai testicoli.

Il numero di nidiate da esaminare (20) è stato calcolato in modo da garantire il 95% di 
probabilità di evidenziare almeno una nidiata positiva quando la sieroprevalenza è ≥ 5%. 
Cinque delle 20 scrofe esaminate (tutte nate in azienda) erano primipare e 15 pluripare. 
Questa proporzione è rappresentativa della distribuzione per età delle scrofe aziendali. 
Le nidiate, prima delle adozioni, sono state selezionate in maniera casuale durante le 
procedure di castrazione (effettuata a circa 3 giorni di vita). Da tre suinetti per ciascuna 
nidiata (selezionati in maniera casuale) sono stati raccolti un campione di sangue e i testicoli. 
I campioni di sangue sono stati prelevati utilizzando un ago sterile per ciascun suinetto. I 
testicoli sono stati raccolti individualmente e posti all’interno di un sacchetto di plastica. 
Dopo circa tre ore a temperatura ambiente, i testicoli sono stati rimossi e l’emosiero è stato 
prelevato asetticamente. Il siero è stato ottenuto dal sangue ed entrambi i campioni sono 
stati conservati a -20° C  no all’esecuzione delle analisi.

Ricerca degli anticorpi anti-HEV
Per la ricerca degli anticorpi anti-HEV nei campioni di siero e di PF è stato utilizzato un kit 
commerciale ELISA (HEV-Ab, Wantai Biopharmaceutical Inc., Beijing, China), seguendo 
le istruzioni del produttore. Il kit commerciale ELISA utilizzato in questo studio consente 
di mettere in evidenza gli anticorpi totali anti-HEV ed è validato per l’esame dei sieri e 
non dei PF. Come speci cato dal produttore, il valore di cut-off è stato calcolato come 
media dei valori di densità ottica (OD) di tre sieri negativi di controllo +0,12. I sieri e i PF 
individuali con un valore di OD superiore al valore di cut-off sono stati considerati positivi 
per anticorpi anti-HEV. La nidiata è stata considerata positiva quando almeno uno dei 
suinetti esaminati è risultato positivo alla ricerca di anticorpi anti-HEV nel siero e/o nel PF.
Il rapporto signal-to-cut-off (S/Co) è stato calcolato per ciascuno dei campioni esaminati 
secondo la seguente formula: valore di OD del campione/valore di cut-off.
Per simulare l’uso di pool di campioni di PF, il limite di rilevabilità del test ELISA è stato 
valutato miscelando 10 μl di PF, selezionati in maniera casuale, con alto, medio, medio-
basso e basso valore S/Co (rispettivamente: 6,36; 2,53; 1,73 e 1,24) con un uguale volume 
di 3, 4, 5 e 6 campioni di PF negativi (S/Co<0,03) (diluizione da 1:4 a 1:7).
Analisi statistica
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I risultati (a livello individuale e di nidiata) sono stati statisticamente analizzati considerando 
come gold standard i risultati del test ELISA eseguito sul siero. La proporzione di suinetti 
e nidiate positive al test ELISA (nel siero o nel PF) in funzione del numero di parti della 
scrofa è stata confrontata utilizzando il test di Fisher. Gli intervalli di con denza sono stati 
calcolati con il metodo binomiale di Clopper-Pearson, basato su una distribuzione β.
Per valutare la possibile correlazione tra i valori di S/Co dei sieri e dei PF, è stato 
calcolato il coef ciente di correlazione non parametrico rho di Spearman. La curva ROC 
(receiver operating characteristic) è stata utilizzata per de nire il cut-off ottimale per 
l’interpretazione dei valori di S/Co ottenuti esaminando i PF. Sono stati inoltre calcolati i 
valori di sensibilità (Se) e di speci cità (Sp) relativi. 
La concordanza tra i risultati ottenuti dall’esame del siero e dei PF individuali, è stata 
calcolata (per ciascun animale e per ciascuna nidiata) utilizzando il coef ciente Kappa (K) 
di Cohen (Altman, 1991). La concordanza è stata calcolata utilizzando sia il valore di cut-
off suggerito dal produttore sia quello calcolato.
La sensibilità dell’esame dei pool arti ciali di PF (pSe) è stata calcolata come rapporto 
tra il numero di nidiate positive all’esame dei PF e quello delle nidiate positive nel siero. 
Per l’analisi dei dati è stato utilizzato il software SPSS, version 25 (IBM SPSS, Armonk, 
NY, USA).

RISULTATI
Campioni di siero e di PF sono stati prelevati da tre suinetti, selezionati casualmente, da 
ciascuna delle 20 nidiate. In 5 nidiate la quantità di siero o di PF raccolta da alcuni soggetti 
era insuf ciente per le analisi; in queste nidiate il numero di suinetti analizzati è stato pari a 
2. Nel complesso sono stati quindi esaminati 55 campioni appaiati di siero e PF. Cinquanta 
dei 55 campioni di siero (90,9%; 95%CI: 80,1-97,0) e 26 dei 55 campioni di PF (47,3%; 
95%CI: 33,7-61,2) esaminati sono risultati positivi per anticorpi anti-HEV. Delle 55 coppie 
di campioni, 26 (47,3%; 95%CI: 33,7-61,2) sono risultate positive in entrambe le matrici 
biologiche (Tabella 1).
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Tabella 1. Risultati, per ciascuna nidiata, della ricerca di anticorpi anti-HEV nei campioni 
di siero e di PF e numero di suinetti positivi alla ricerca di anticorpi anti-HEV nel siero e 
nei PF in ciascuna nidiata. Una nidiata è stata considerata positiva quando almeno 1 dei 
sieri e/o dei PF esaminati è risultato ELISA positivo alla ricerca di anticorpi di origine 
materna anti-HEV.
Table 1. Presence of anti-HEV ELISA-positive piglets in paired sera or and processing 
 uid (PF) within litter and number of anti-HEV ELISA-positive piglets in sera or PF per 
litter. A litter was considered positive when at least one of the serum and/or PF collected 
from piglets resulted in ELISA-positive for MDA anti-HEV.

Nidiata n. Nidiate positive alla ricerca di anticorpi 
anti-HEV (test ELISA)*

Suinetti positivi alla ricerca di anticorpi 
anti-HEV (n. positivi/esaminati) 

siero PF sera PF
1 + + 3/3 3/3
2 + + 3/3 2/3
3 + + 2/2 2/2
4 + - 2/3 0/3
5 + - 2/3 0/3
6 + + 3/3 3/3
7 + - 1/2 0/3
8 + + 3/3 1/3
9 + + 2/2 3/3
10 + - 1/2 0/2
11 + + 2/3 2/3
12 + - 3/3 0/3
13 + + 3/3 1/3
14 + + 3/3 2/3
15 + - 2/2 0/2
16 + + 3/3 2/3
17 + + 3/3 3/3
18 + - 3/3 0/3
19 + + 3/3 2/3
20 + + 3/3 1/3

totale 
positivi

20/20 (100%) 
95%CI: 83,2-100

13/20 (65,0%)
95%CI: 40,8-84,6

50/55 (90,9%)
95%CI: 80,1-97,0

26/55 (47,3%)
95%CI: 33,7-61,2

* In tutte le nidiate, almeno 1 suinetto è risultato positivo alla ricerca di anticorpi anti-HEV 
nel siero.

Risultati del test ELISA a livello individuale e di nidiata
Utilizzando il valore di cut-off indicato dal produttore del test ELISA, è stato evidenziato 
uno scarso livello di concordanza (K=0,17; 95%CI: 0,03-0,30) tra i risultati ottenuti 
dall’esame dei campioni individuali di siero (50 positivi su 55) e di PF (26 positivi su 55). 
Utilizzando i risultati dell’esame dei sieri come gold standard, la Se relativa dell’esame 
dei PF è del 52% (95%CI: 37-66) e la Sp relativa del 100% (95%CI: 48-100) (Tabella 2).
In tutte le 20 nidiate, almeno 1 dei suinetti esaminati è risultato positivo alla ricerca 
di anticorpi anti-HEV nel siero. In 13 di queste 20 nidiate, è stato rilevato almeno un 
campione individuale di PF positivo, con una sensibilità del pool (pSe) del 65% (95%CI: 
41-85) (Tabella 3). 
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Correlazione tra i risultati dell’esame dei campioni individuali di siero e di PF
La correlazione tra i valori di S/Co ottenuti dall’esame dei 55 campioni di siero e PF 
appaiati è riportato in Figura 1. È stata evidenziata una signi cativa correlazione positiva 
(rho di Spearman: 0,677; p<0,01) tra i risultati ottenuti dall’esame delle due matrici. 

Tabella 2. Concordanza tra i risultati dell’esame dei campioni di siero e PF, in funzione dei 
due valori di cut-off. Gli intervalli di con denza al 95% sono riportati in parentesi.
Table 2. Agreement between processing  uids (PF) and sera-based HEV ELISA results at 
the individual level. Se: sensitivity; Sp: speci city. 95% con dence intervals are indicated 
in brackets.

anticorpi anti-HEV nel 
siero (%)

positivo negativo totale

Cut-off del 
produttore

anticorpi 
anti-HEV 
nei PF

positivo 26 (100) 0 (0,0) 26

negativo 24 (82,8) 5 (17,2) 29

totale 50 (90,9) 5 (9,1) 55

Se: 52%
(37-66)

Sp: 100%
(48-100)

Kappa: 0,17 
(0,03-0,30)

positivo negativo totale

Cut-off 
calcolato 
(≥0,271 S/
Co)

anticorpi 
anti-HEV 
nei PF

positivo 36 (100) 0 (0,0) 36

negativo 14 (73,7) 5 (26,3) 19

totale 50 (90,9) 5 (9,1) 55

Se: 72%
(58-84)

Sp: 100%
(48-100)

Kappa: 0,32 
(0,09-0,54)

Tabella 3. Concordanza tra i risultati ottenuti, a livello di nidiata, dall’esame con il test 
ELISA dei PF e dei sieri. Una nidiata è stata considerate positiva quando almeno 1 suinetto 
aveva un valore di OD nel siero o nel PF superiore al valore di cut-off. Se: sensibilità; Sp: 
speci cità. Gli intervalli di con denza al 95% sono riportati in parentesi.
Table 3. Agreement between processing  uids (PF) and sera-based HEV ELISA results at 
the litter level. A litter was considered positive when at least one piglets had a serum or 
PF OD value>ELISA cut-off. Se: sensitivity; Sp: speci city. 95% con dence intervals are 
indicated in brackets.

Nidiate con almeno un suinetto 
positivo all’esame del siero (%)

positivo negativo totale
Nidiate con almeno un 
suinetto positivo all’esame 
del PF

positivo 13 (100.0) 0 (0.0) 13
negativo 7 (100.0) 0 (0.0) 7
totale 20 (65.0) 7 (35.0) 20

Se: 65% (41-85) Sp: nc Kappa: nc 

nc: non calcolabile
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Figura 1. Correlazione tra i valori S/Co ottenuti dall’esame mediante test ELISA di 55 
campioni appaiati di siero e PF. 
Figure 1. Scatterplot of the signal-to-cutoff (S/Co) ratio values from individual serum and 
processing  uids ELISA results in 55 paired samples. 

Figura 2. Curva ROC per l’interpretazione dei valori S/Co ottenuti dall’esame mediante test 
ELISA dei PF. Al valore soglia di S/Co ≥ 0.271 si ottiene il massimo valore di accuratezza.
Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curve for interpreting S/Co ELISA 
results in processing  uids. 0.271 was the S/Co threshold value of the processing  uids 
showing the best accuracy.
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Tabella 4: Risultati dell’esame di pool arti ciali di PF ottenuti miscelando campioni 
individuali di PF positivi con valori di ELISA S/Co alto, medio, medio-basso e basso a un 
numero crescente (da 3 a 6) di campioni di PF negativi.
Table 4: Effect of pooling one PF sample with high, medium, medium-low and low ELISA 
S/Co with 3 through 6 negative PF samples.

Valori ELISA S/Co 
nei PF

Diluizione Numero dei pool positivi /totale pool esaminati

Valore di cut-off indicato 
dal produttorea

Valore di cut-off 
calcolatob

alto
(S/Co = 6.36)

1:4 1/1 1/1
1:5 1/1 1/1
1:6 1/1 1/1

1:7 1/1 1/1

totale 4/4 4/4

medio
(S/Co = 2.53)

1:4 1/1 1/1
1:5 1/1 1/1
1:6 1/1 1/1

1:7 0/1 1/1

totale 3/4 4/4

medio-basso
(S/Co = 1.73)

1:4 1/1 1/1
1:5 1/1 1/1
1:6 0/1 1/1

1:7 0/1 1/1

totale 2/4 4/4

basso
(S/Co = 1.24)

1:4 0/1 1/1
1:5 0/1 1/1
1:6 0/1 1/1

1:7 0/1 1/1

totale 0/4 4/4

Totale 1:4 3/4 4/4
1:5 3/4 4/4

1:6 2/4 4/4

1:7 1/4 4/4

totale 9/16 16/16
a (media del valore di OD dei sieri negativi di controllo)+0,12; b S/Co≥0.271
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Determinazione del valore ottimale di cut-off per l’interpretazione dei risultati dell’esame 
dei PF
L’analisi della curva ROC indica che il livello migliore di accuratezza (Area sotto la curva, 
AUC: 90,2%) tra i risultati dell’esame con il test ELISA del siero e dei PF si ottiene al valore 
di S/Co dei PF ≥0,271 (Figura 2). 
Utilizzando il valore soglia di S/Co ≥0,271, la Se e Sp relativa dell’esame dei campioni di PF 
è pari, rispettivamente, al 72% (95%CI: 58-84) e 100% (95%CI: 48-100), rispetto ai risultati 
dell’esame dei campioni individuali di siero. L’accordo tra i risultati dell’esame dei PF e del 
siero è risultato modesto (K=0,32, 95%CI: 0,09-0,54) (Tabella 2).
Nessuna differenza statisticamente signi cativa (chi-quadrato di Fisher =0,07, p=1) è stata 
evidenziata nella prevalenza di nidiate positive in funzione dell’età delle scrofe (primipare: 3 
nidiate positive su 5; pluripare: 10 su 15).
Analogamente, nessuna differenza signi cativa è stata evidenziata nella prevalenza di sieri 
o PF positivi in funzione dell’età della scrofa (rispettivamente, chi-quadrato di Fisher =0,63, 
p=0,59 e chi-quadrato di Fisher=0,06, p=1).

Limite di rilevabilità del test ELISA nell’esame dei pool arti ciali di PF
Utilizzando il valore di cut-off suggerito dal produttore del kit ELISA, è stato possibile 
ottenere un risultato positivo quando un singolo campione individuale di PF (con un valore S/
Co alto, medio o medio-basso) è stato miscelato ad almeno altri 4 campioni di PF individuali 
negativi. I pool arti ciali hanno invece fornito tutti esito negativo quando un campione 
individuale di PF con valore S/Co basso è stato miscelato con 3, 4, 5 o 6 campioni di PF 
negativi (Tabella 4).
Utilizzando per l’interpretazione dei risultati il valore di cut-off calcolato (S/Co≥ 0,271), tutti 
i pool arti ciali sono risultati positivi (indipendentemente dal numero di PF negativi utilizzati 
per il loro allestimento) (Tabella 4).

DISCUSSIONE
L’identi cazione delle aziende infette da HEV è il presupposto principale per implementare 
misure ef caci di pro lassi nei confronti di questo agente emergente di zoonosi, riducendo 
così il rischio che prodotti contaminati vengano introdotti nella  liera di produzione della 
carne suina. La trasmissione di HEV tra i suini è fortemente in uenzata dal livello di 
contaminazione fecale dell’ambiente, il che suggerisce la possibilità di ridurre la prevalenza di 
animali infetti mediante una corretta gestione dell’azienda, l’applicazione di adeguate misure 
igieniche (compresa un’ef cace pulizia e disinfezione dell’ambiente e delle attrezzature tra i 
diversi lotti di produzione) e misure di biosicurezza (EFSA, 2017). 
L’eliminazione fecale di HEV è limitata nel tempo e fortemente dipendente dall’età 
dell’animale; ciò in uisce sulla possibilità di utilizzare la ricerca dell’RNA virale per valutare 
la condizione di infezione delle aziende. La ricerca di anticorpi speci ci per HEV nei sieri 
supera i limiti descritti; tuttavia, lo screening sierologico è proibitivo in termini di costi e 
stressante per gli animali. 

Alcune pratiche routinariamente eseguite negli allevamenti suini (es. castrazione) facilitano 
la raccolta di campioni che possono essere utilizzati per monitorare lo stato delle infezioni 
(Vilalta et al., 2018). Gli emosieri testicolari (PF) possono essere utilizzati, ad esempio, 
per monitorare la circolazione di PRRSV (Lopez et al., 2018) o per rilevare la presenza 
di anticorpi di origine materna nei confronti di altri patogeni nei suinetti neonati. L’esame 
sierologico dei PF ha numerosi vantaggi rispetto all’esame del siero: la raccolta dei PF non è 
invasiva e riduce il disagio, lo stress, il dolore e le lesioni all’animale. Inoltre la raccolta dei 



220

campioni di PF è rapida, economica, facile da realizzare e può essere eseguita da personale 
non veterinario.
Il presente studio ha avuto lo scopo di valutare l’uso dei PF come matrice biologica alternativa 
al sangue da utilizzare nello screening della presenza di anticorpi anti-HEV nelle aziende 
con riproduttori. Campioni appaiati di PF e siero di suinetti neonati sono stati analizzati, 
utilizzando un kit ELISA commerciale per determinare la presenza di anticorpi totali anti-
HEV. La presenza di anticorpi anti-HEV è stata rilevata nei PF e una correlazione positiva 
è stata evidenziata (rho=0,677; p<0,01) tra la quantità di anticorpi anti-HEV nei campioni 
individuali di siero e di PF. 
A livello individuale, utilizzando il valore di cut-off indicato dal produttore per confrontare 
la proporzione di campioni di siero e PF positivi, è stata rilevata una scarsa concordanza 
(K=0,17) tra i risultati ottenuti dall’esame delle due matrici biologiche e una bassa sensibilità 
relativa (52%) dei risultati dell’esame dei PF. Questo risultato è in linea con quanto riportato 
da altri studi che hanno evidenziato come la concentrazione di anticorpi nei  uidi biologici 
(es. oral  uid o meat juice) sia inferiore rispetto a quella del siero (Nielsen et al., 1998, Olsen 
et al., 2013). Pertanto, è probabile che anche nei PF la concentrazione di anticorpi anti-HEV 
sia inferiore rispetto a quella presente nel siero. Come già osservato per il meat juice (Nielsen 
et al., 1998), i PF sono una miscela di siero, linfa e liquidi intracellulari e possono essere 
considerati una diluizione  siologica del siero. Pertanto, gli animali che presentano una bassa 
concentrazione di anticorpi sierici e che forniscono un valore di OD in ELISA appena sopra 
il valore soglia, possono risultare negativi all’esame dei PF.
Per adattare all’esame dei PF il test ELISA, originariamente messo a punto per la ricerca di 
anticorpi anti-HEV nel siero, un nuovo valore di cut-off è stato calcolato utilizzando l’analisi 
della curva ROC. 
Utilizzando il valore di cut-off calcolato, i risultati dell’esame con il test ELISA dei campioni 
individuali di PF hanno un valore di Se e Sp pari al 72% e 100%, rispettivamente, quando 
comparati con i risultati dell’esame dei sieri individuali. Nonostante ciò, la concordanza tra 
risultati dell’esame dei PF e quello dei sieri è risultata modesta (K=0,32). 
Nei suinetti, la quantità di anticorpi assunti con il colostro dipende da numerosi fattori 
quali, ad esempio, la quantità di colostro disponibile e la quantità di colostro ingerita, la 
concentrazione di anticorpi nel siero della scrofa e la quantità di quelli assorbiti a livello 
intestinale, l’ordine di parto e il peso del suinetto (Jenvey et al., 2015, Kielland et al., 2015). 
Tutti questi fattori, in particolare quelli individuali (ordine di parto e peso alla nascita) devono 
essere presi in considerazione per aumentare la probabilità di esaminare PF di suinetti con 
alti livelli anticorpali.
Nessuna differenza signi cativa (p>0,05) nella prevalenza di nidiate positive è stata osservata 
tra scrofe giovani e anziane, suggerendo che l’età dei riproduttori non abbia nessuna in uenza 
sulla probabilità di rilevare nidiate con almeno 1 soggetto positivo alla ricerca di anticorpi 
anti-HEV nei PF.
L’uso di pool di campioni permette di esaminare un maggior numero di animali, riducendo 
i tempi e i costi di diagnosi. Tuttavia, uno dei limiti principali derivanti dall’impiego dei 
pool è la possibilità che l’eccessiva diluizione dei campioni individuali positivi, porti la 
concentrazione dell’analita al di sotto della soglia di rilevabilità del test, con un conseguente 
risultato falsamente negativo (De Regge e Cay, 2016, Maherchandani et al., 2004). Per 
tale motivo, nel presente studio è stato valutato anche l’effetto della diluizione derivante 
dall’esame di campioni individuali positivi (ad alto, medio, medio-basso e basso titolo 
anticorpale) miscelati con quantità crescenti di campioni negativi. 
I risultati ottenuti indicano che il test ELISA fornisce un risultato positivo quando un PF 
individuale con una quantità media (S/Co>2.5) o alta (S/Co>6) di anticorpi anti-HEV è 
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miscelato con 5 o 6 campioni individuali di PF negativi, rispettivamente. Tuttavia, questo 
risultato dipende in gran parte dal valore di cut-off utilizzato. 
Quando è stato utilizzato il valore di cut-off calcolato attraverso la valutazione della curva 
ROC, il numero dei pool di PF falsamente negativi diminuisce in quanto vengono identi cati 
come positivi anche i pool arti ciali con le diluizioni più elevate di PF positivi. È interessante 
notare che utilizzando un campione di PF con alto valori di S/Co per creare il pool arti ciale, 
questo risulta positivo  no alla massima diluizione (1:7). Pertanto, supponendo che la 
quantità di anticorpi materni (MDA) sia anche correlata al livello immunitario della scrofa 
(Jenvey et al., 2015), con una dimensione media della nidiata di 14 e un rapporto tra sessi 
di 1:1, la presenza di un singolo suinetto maschio con un alto valore S/Co è suf ciente per 
identi care la nidiata come positiva.
Utilizzando il valore calcolato di sensibilità dei pool di PF (65%, 13 nidiate positive delle 
20 esaminate, tab. 1), il numero di pool necessario per evidenziare la presenza di scrofe 
sieropositive per HEV in azienda è estremamente basso. Per esempio, se il pool è costituito 
da 3 emosieri individuali, l’esame di un minimo di 9 pool è suf ciente per avere il 99% di 
probabilità di un esito positivo quando la sieroprevalenza è ≥al 30% (Christensen e Gardner, 
2000).
I risultati ottenuti indicano che l’esame dei PF può essere utilizzato per rilevare la presenza 
di infezione da HEV nelle aziende con riproduttori. La ricerca di anticorpi nei PF può 
rappresentare quindi un metodo rapido, economico e af dabile per valutare la presenza di 
HEV in questa tipologia di allevamenti, senza causare stress e lesioni agli animali (Vilalta et 
al., 2018). 
È ampiamente riconosciuto che il rischio della presenza di HEV nel fegato degli animali 
macellati è correlato a due fattori: a) eventuali co-infezione con patogeni ad attività 
immunodeprimente, in particolare PRRSV e, b) breve periodo di tempo tra l’infezione da 
HEV e la macellazione. I patogeni intercorrenti possono causare un aumento della durata 
del periodo di eliminazione fecale di HEV e la cronicizzazione dell’infezione (Salines et al., 
2019) mentre alti livelli di immunizzazione passiva possono posticipare l’infezione da HEV 
di circa 6 settimane (Andraud et al., 2014).
L’esame dei PF può quindi rappresentare un valido strumento per monitorare HEV e PRRSV 
nelle sale parto, almeno per quanto riguarda la componente maschile delle nidiate. È importante 
tenere però in considerazione il fatto che l’esame sierologico dei PF fornisce informazioni 
relative alla sola condizione immunitaria della scrofa e non del suinetto. Di conseguenza, i 
campioni di PF possono essere utilizzati allo scopo di evidenziare l’infezione da HEV solo 
negli allevamenti con riproduttori. Tuttavia, l’esame sierologico dei PF consente di ottenere 
informazioni relative allo stato sanitario dell’allevamento, utile per piani care eventuali 
misure di pro lassi e controllo. La successiva valutazione della dinamica di infezione e la 
sorveglianza dell’esposizione degli animali al virus richiede ulteriori indagini diagnostiche 
condotte su suini età più avanzata.
Ulteriori studi sono necessari per valutare l’ef cacia dell’esame sierologico dei PF come 
metodo di screening per stimare l’eventuale circolazione di HEV all’interno degli allevamenti. 
Inoltre, il presente studio è stato condotto in un unico allevamento e non tiene quindi in 
considerazione eventuali differenze correlate con la tipologia aziendale. 
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