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Riassunto. L’applicazione di metodi di Real-Time PCR quantitativa è divenuta importante 
sia per lo studio di PCV2 che per la diagnosi di patologie ad esso correlate. L’estrazione di 
DNA da campioni clinici è sicuramente una fase pre-analitica d’importanza critica. Resa, 
ripetibilità, purezza, effi  cacia nella rimozione degli inibitori infl uiscono infatti sui risultati 
ottenibili con la Real-Time PCR quantitativa. Scopo del presente lavoro è una prelimina-
re valutazione dell’eff etto di sistemi d’estrazione diversi sull’analisi quantitativa di due delle 
principali tipologie di campioni clinici: sieri e linfonodi. Quest’ultimi in particolare risultano 
essere i più problematici soprattutto in rapporto alla presenza d’inibitori negli estratti.

Abstract. Quantitative Real-Time PCR has become an important tool for PCV2 research 
and clinical diagnosis. DNA extraction from clinical samples is unquestionably a very critical 
pre-analytical step. Yield, repeatability, purity, and removal of PCR inhibitors undoubtedly 
aff ect quantitative Real-Time PCR results and performances. Th is study is a fi rst evaluation 
of how extraction method infl uences PCV2 quantifi cation in two of the most important 
clinical samples: serum and lymph node. Th e latter results to need particular attention due 
to frequent presence of PCR inhibitors in DNA extracts.

INTRODUZIONE

Il circovirus suino di tipo 2 (PCV2) appartiene alla famiglia Circoviridae. E’ un virus a DNA, 
privo di envelope, con genoma circolare a singolo fi lamento, di piccole dimensioni (1,8 Kb). 
PCV2 è stato riconosciuto come l’agente eziologico della sindrome multisistemica da depe-
rimento post-svezzamento (PMWS) che causa danni economici signifi cativi alla produzione 
suina a livello mondiale. L’infezione da PCV2 è stata messa in relazione anche con diverse 
altre sindromi del suino collettivamente denominate “malattie associate a circovirus suino” 
(PCVAD). Molti studi basati sulla rilevazione del nucleocapside o del DNA virale hanno 
dimostrato che la quantità di virus presente nel siero e nei tessuti linfoidi degli animali con 
sintomi clinici è maggiore rispetto a quella riscontrabile nei soggetti sani o asintomatici, 
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suggerendo l’esistenza di una correlazione tra carica virale e sviluppo della malattia (Liu et al., 
2000; Ladekjær-Mikkelsen et al., 2002; Rovira et al., 2002; Brunborg et al., 2004; Olvera et 
al, 2004; Chung et al, 2005). L’applicazione di metodi di Real-Time PCR quantitativa è di-
venuta importante sia per lo studio di PCV2 che per la diagnosi di patologie ad esso correlate. 
L’estrazione di DNA da campioni clinici è sicuramente una fase pre-analitica d’importanza 
critica (Niesters 2001;Espy et al., 2006; Gunson et al., 2006). Resa, ripetibilità, purezza, effi  -
cacia nella rimozione degli inibitori infl uiscono infatti sui risultati ottenibili con la Real-Time 
PCR quantitativa. Scopo del presente lavoro è una preliminare valutazione dell’eff etto di 
sistemi d’estrazione diversi sull’analisi quantitativa di PCV2 in due delle principali tipologie 
campioni clinici: sieri e linfonodi.

MATERIALI E METODI

Sono stati utilizzati campioni di linfonodi e sieri precedentemente testati per PCV2 con 
Real-Time PCR e conservati a –80°C. 
Il DNA virale è stato estratto dai campioni di siero in doppio e in parallelo con almeno 
due delle seguenti metodiche. Metodo sera A: 200µl di siero sono stati processati con Trizol 
LS® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguendo il protocollo indicato dal produttore per 
l’estrazione dell’RNA. E’ noto infatti che, probabilmente a causa del suo genoma a singolo 
fi lamento e le sue dimensioni ridotte, il genoma di PCV2 viene facilmente purifi cato insieme 
all’RNA. Nel passaggio fi nale il DNA è stato risospeso in 30µl di acqua di grado per PCR. 
Metodo sera B: 200µl di siero sono stati processati con Nucleospin Blood (Macherey-Nagel 
GmbH & Co., KG Düren, Germany), seguendo il protocollo indicato dal produttore. L’elu-
izione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per PCR scaldata a 70°C. Metodo sera 
C: 200µl di siero sono stati processati con High Pure Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany) come raccomandato dal produttore. L’eluizione è stata ot-
tenuta con 50µl di acqua di grado per PCR. Dai campioni di linfonodi è stato ottenuto un 
omogenato al 20% in soluzione fi siologica. Il DNA virale è poi stato purifi cato in doppio 
e in parallelo secondo almeno due delle seguenti metodiche. Metodo tissues A: 200µl di 
omogenato sono stati processati con Trizol LS® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguendo 
il protocollo indicato dal produttore per l’estrazione dell’RNA. Nel passaggio fi nale il DNA 
è stato risospeso in 60µl di acqua di grado per PCR. Metodo tissues B: 100µl di omogenato 
sono stati processati con Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel GmbH & Co., KG Düren, 
Germany), seguendo il protocollo indicato dal produttore per l’estrazione del DNA per tes-
suti diffi  coltosi da lisare. L’eluizione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per PCR 
scaldata a 70°C. Metodo tissues C: 100µl di omogenato sono stati processati secondo un 
protocollo proprio adattato da Boom et al.(1990). Dopo un’incubazione in buff er di lisi 
addizionato di Proteinasi K (20mg/ml) per 10 minuti a 70°C, seguita da 1 ora a temperatura 
ambiente, sono stati aggiunti 50µl di sospensione di 
Silicon dioxide (Sigma). Dopo un’incubazione di 10 minuti a temperatura ambiente in agi-
tazione, al fi ne di mantenere in sospensione la polvere, si è proceduto alla serie di lavaggi 
previsti dal metodo originale. L’eluizione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per 
PCR scaldata a 56°C.
La Real-Time PCR è stata eseguita in accordo con il protocollo precedentemente pubbli-
cato da  Olvera (2004). Al fi ne di valutare l’eventuale presenza d’inibitori è stato introdotto 
un controllo interno esogeno d’amplifi cazione ( Exogenous internal positive amplifi cation 
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control - Applied Biosystems). L’analisi è stata eff ettuata utilizzando lo strumento  iCycler 
iQ BioRad. Al fi ne della titolazione, il DNA ottenuto da ogni estrazione è stato testato in 
doppio.
Per la quantifi cazione è stato utilizzato uno standard plasmidico, preparato dalla ditta MWG, 
contenente la sequenza sintetica esattamente corrispondente alla ORF2 del GenBank entry 
AF465211 indicato nella pubblicazione presa a riferimento. E’ stata predisposta una curva 
di titolazione da 107 a 100 copie di plasmide/µl e percorrendo a ritroso il processo di purifi -
cazione subito dal singolo campione si è risaliti al corrispondente titolo virale per ml di siero 
o grammo di tessuto.
Al fi ne di questo studio sono stati presi in considerazione i seguenti parametri: presenza/
assenza di segnale di fl uorescenza, segnale del controllo interno d’amplifi cazione, ciclo soglia 
e conseguente titolo, e coeffi  ciente di variazione del logaritmo del titolo sia per il singolo 
metodo che tra metodi.

RISULTATI

Sono state eseguite diverse prove di estrazione da campioni di siero utilizzando in paral-
lelo il Kit Roche e Trizol LS® ottenendo qualche raro campione inibito con l’uno o con 
l’altro metodo e risultati comparabili in termini di logaritmo del titolo virale. Di seguito 
riassumiamo, (Tab.1) a carattere esemplifi cativo, gli esiti di una prova d’estrazione da 5 
pool eseguita in doppio e in parallelo con tutti e tre sistemi d’estrazione prescelti:

 Metodo  Titolo medio pool Positività Controllo Titolo medio doppia CV% doppia estrazione 
 sieri in copie/ml  Interno estrazione singolo metodo con singolo metodo

 Trizol LS®   102.42 +/+ +/+ 102.9 11.14%
 103.5 +/+ +/+ 103.9 5.6%
 105.87 +/+ +/+ 105.98 6.33%
 106.82 +/+ +/+ 106.91 0.27%
 106.83 +/+ +/+ 106.99 0.29%

 Roche 102.42 -/- +/+  
 103.5 +/- +/+  
 105.87 +/+ +/+ 105.68 3.44%
 106.82 +/+ +/+ 106.95 2.76%
 106.83 +/+ +/+ 106.7 6.1%

 Macherey 102.42 +/+ +/+ 101.9 13.46%
 103.5 +/+ +/+ 103.1 14.4%
 105.87 +/+ +/+ 105.95 11.77%
 106.82 +/+ +/+ 106.6 0.64%
 106.83 +/+ +/+ 106.8 1.26%

Tab.1  Confronto titolazioni eseguite in doppio e parallelo con tre sistemi d’estrazione.



244

suggerendo l’esistenza di una correlazione tra carica virale e sviluppo della malattia (Liu et al., 
2000; Ladekjær-Mikkelsen et al., 2002; Rovira et al., 2002; Brunborg et al., 2004; Olvera et 
al, 2004; Chung et al, 2005). L’applicazione di metodi di Real-Time PCR quantitativa è di-
venuta importante sia per lo studio di PCV2 che per la diagnosi di patologie ad esso correlate. 
L’estrazione di DNA da campioni clinici è sicuramente una fase pre-analitica d’importanza 
critica (Niesters 2001;Espy et al., 2006; Gunson et al., 2006). Resa, ripetibilità, purezza, effi  -
cacia nella rimozione degli inibitori infl uiscono infatti sui risultati ottenibili con la Real-Time 
PCR quantitativa. Scopo del presente lavoro è una preliminare valutazione dell’eff etto di 
sistemi d’estrazione diversi sull’analisi quantitativa di PCV2 in due delle principali tipologie 
campioni clinici: sieri e linfonodi.

MATERIALI E METODI

Sono stati utilizzati campioni di linfonodi e sieri precedentemente testati per PCV2 con 
Real-Time PCR e conservati a –80°C. 
Il DNA virale è stato estratto dai campioni di siero in doppio e in parallelo con almeno 
due delle seguenti metodiche. Metodo sera A: 200µl di siero sono stati processati con Trizol 
LS® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguendo il protocollo indicato dal produttore per 
l’estrazione dell’RNA. E’ noto infatti che, probabilmente a causa del suo genoma a singolo 
fi lamento e le sue dimensioni ridotte, il genoma di PCV2 viene facilmente purifi cato insieme 
all’RNA. Nel passaggio fi nale il DNA è stato risospeso in 30µl di acqua di grado per PCR. 
Metodo sera B: 200µl di siero sono stati processati con Nucleospin Blood (Macherey-Nagel 
GmbH & Co., KG Düren, Germany), seguendo il protocollo indicato dal produttore. L’elu-
izione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per PCR scaldata a 70°C. Metodo sera 
C: 200µl di siero sono stati processati con High Pure Nucleic Acid Kit (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Germany) come raccomandato dal produttore. L’eluizione è stata ot-
tenuta con 50µl di acqua di grado per PCR. Dai campioni di linfonodi è stato ottenuto un 
omogenato al 20% in soluzione fi siologica. Il DNA virale è poi stato purifi cato in doppio 
e in parallelo secondo almeno due delle seguenti metodiche. Metodo tissues A: 200µl di 
omogenato sono stati processati con Trizol LS® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguendo 
il protocollo indicato dal produttore per l’estrazione dell’RNA. Nel passaggio fi nale il DNA 
è stato risospeso in 60µl di acqua di grado per PCR. Metodo tissues B: 100µl di omogenato 
sono stati processati con Nucleospin Tissue (Macherey-Nagel GmbH & Co., KG Düren, 
Germany), seguendo il protocollo indicato dal produttore per l’estrazione del DNA per tes-
suti diffi  coltosi da lisare. L’eluizione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per PCR 
scaldata a 70°C. Metodo tissues C: 100µl di omogenato sono stati processati secondo un 
protocollo proprio adattato da Boom et al.(1990). Dopo un’incubazione in buff er di lisi 
addizionato di Proteinasi K (20mg/ml) per 10 minuti a 70°C, seguita da 1 ora a temperatura 
ambiente, sono stati aggiunti 50µl di sospensione di 
Silicon dioxide (Sigma). Dopo un’incubazione di 10 minuti a temperatura ambiente in agi-
tazione, al fi ne di mantenere in sospensione la polvere, si è proceduto alla serie di lavaggi 
previsti dal metodo originale. L’eluizione è stata ottenuta con 100µl di acqua di grado per 
PCR scaldata a 56°C.
La Real-Time PCR è stata eseguita in accordo con il protocollo precedentemente pubbli-
cato da  Olvera (2004). Al fi ne di valutare l’eventuale presenza d’inibitori è stato introdotto 
un controllo interno esogeno d’amplifi cazione ( Exogenous internal positive amplifi cation 

245

control - Applied Biosystems). L’analisi è stata eff ettuata utilizzando lo strumento  iCycler 
iQ BioRad. Al fi ne della titolazione, il DNA ottenuto da ogni estrazione è stato testato in 
doppio.
Per la quantifi cazione è stato utilizzato uno standard plasmidico, preparato dalla ditta MWG, 
contenente la sequenza sintetica esattamente corrispondente alla ORF2 del GenBank entry 
AF465211 indicato nella pubblicazione presa a riferimento. E’ stata predisposta una curva 
di titolazione da 107 a 100 copie di plasmide/µl e percorrendo a ritroso il processo di purifi -
cazione subito dal singolo campione si è risaliti al corrispondente titolo virale per ml di siero 
o grammo di tessuto.
Al fi ne di questo studio sono stati presi in considerazione i seguenti parametri: presenza/
assenza di segnale di fl uorescenza, segnale del controllo interno d’amplifi cazione, ciclo soglia 
e conseguente titolo, e coeffi  ciente di variazione del logaritmo del titolo sia per il singolo 
metodo che tra metodi.

RISULTATI

Sono state eseguite diverse prove di estrazione da campioni di siero utilizzando in paral-
lelo il Kit Roche e Trizol LS® ottenendo qualche raro campione inibito con l’uno o con 
l’altro metodo e risultati comparabili in termini di logaritmo del titolo virale. Di seguito 
riassumiamo, (Tab.1) a carattere esemplifi cativo, gli esiti di una prova d’estrazione da 5 
pool eseguita in doppio e in parallelo con tutti e tre sistemi d’estrazione prescelti:

 Metodo  Titolo medio pool Positività Controllo Titolo medio doppia CV% doppia estrazione 
 sieri in copie/ml  Interno estrazione singolo metodo con singolo metodo

 Trizol LS®   102.42 +/+ +/+ 102.9 11.14%
 103.5 +/+ +/+ 103.9 5.6%
 105.87 +/+ +/+ 105.98 6.33%
 106.82 +/+ +/+ 106.91 0.27%
 106.83 +/+ +/+ 106.99 0.29%

 Roche 102.42 -/- +/+  
 103.5 +/- +/+  
 105.87 +/+ +/+ 105.68 3.44%
 106.82 +/+ +/+ 106.95 2.76%
 106.83 +/+ +/+ 106.7 6.1%

 Macherey 102.42 +/+ +/+ 101.9 13.46%
 103.5 +/+ +/+ 103.1 14.4%
 105.87 +/+ +/+ 105.95 11.77%
 106.82 +/+ +/+ 106.6 0.64%
 106.83 +/+ +/+ 106.8 1.26%

Tab.1  Confronto titolazioni eseguite in doppio e parallelo con tre sistemi d’estrazione.



246

Per ognuno sei 5 pools di sieri iniziali è stato calcolato il coeffi  ciente di variazione del 
logaritmo del titolo ottenuto con i diversi metodi (Tab.2).

Titolo medio pool sieri in copie/ml CV% log titolo ottenuto con i diversi metodi
 102.42 25.1%
 103.5 16.3%
 105.87 6.55%
 106.82 2.75%
 106.83 3.3%

Tab.2  Coeffi  ciente di variazione del logaritmo del titolo ottenuto in  parallelo con i tre 
 sistemi d’estrazione.

Come prevedibile i coeffi  cienti di variazione sia dei logaritmi dei titoli ottenuti a seguito 
dell’estrazione di uno stesso campione con metodi diversi che da estrazioni di uno stesso 
campione col medesimo metodo sono più alti per cariche virali più basse, prossime al 
limite di sensibilità di 103 copie/ml. L’estrazione con il Kit Roche non ha permesso di 
rilevare la presenza di virus in campioni con titolo virale intorno a 103 copie per ml. 
Sono state eseguite diverse prove di estrazione da campioni di linfonodi utilizzando 
in parallelo il metodo Trizol LS® e il metodo proprio adattato da Boom et al.(1990). 
Al contrario di quanto accade per i sieri, il 70% dei campioni estratti con Trizol LS® è 
risultato inibito totalmente. Il rimanente 30% ha dato luogo a titoli da 2 a 4 logaritmi 
inferiori rispetto al medesimo campione testato con il metodo proprio del laboratorio. 
Riportiamo di seguito, a carattere esemplifi cativo, una tabella riassuntiva (Tab.3) dei 
risultati ottenuti da una prova d’estrazione da 5 omogenati di linfonodi eseguita in dop-
pio e in parallelo con tutti e tre sistemi d’estrazione prescelti:

Tab.3  Confronto titolazioni eseguite in doppio e parallelo con tre sistemi d’estrazione.

Metodo Identifi cativo Positività Controllo Titolo medio doppia estrazione  
 Interno singolo metodo con singolo metodo

Trizol LS® 1 -/- -/-  
 2 +/+ -/- 104.2 12.5%
 3 -/- -/-  
 4 -/- -/-  
 5 -/- -/-  
Boom 1 +/+ +/+ 107.4 0.75%
 2 +/+ +/+ 108.7 0.71%
 3 +/+ +/+ 104.7 8.3%
 4 +/+ +/+ 104.9 8.5%
 5 +/+ +/+ 109.2 0.67%
Macherey 1 +/+ +/+ 105.16 11.5%
 2 +/+ +/+ 107.5 0.68%
 3 -/- +/+  
 4 +/+ +/+ 104.12 10.4%
 5 +/+ +/+ 108.7 0.76%

CV% doppia estrazione
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I campioni di linfonodo estratti con kit Nucleospin DNA Tissue Macherey non hanno 
mai dato luogo a problemi evidenti d’inibizione. Ciononostante la quantità di PCV2 
stimata è sempre risultata inferiore a quella dei campioni estratti con il metodo interno 
e non ha permesso di rilevare uno dei campioni positivi. 

DISCUSSIONE

Quelli descritti sono risultati preliminari, derivanti da un’analisi a scopo orientativo, che 
non si è posta come obiettivo l’individuazione del miglior metodo d’estrazione del DNA 
per la titolazione di PCV2 con Real-Time PCR, ma di mettere in luce eventuali punti 
critici. I dati raccolti off rono lo spunto per importanti rifl essioni. Emerge innanzitutto 
che la  scelta del sistema d’estrazione si conferma anche per PCV2 un aspetto fondamen-
tale dell’analisi quantitativa con Real-Time PCR. Prima di applicare metodi d’estrazione 
utilizzati precedentemente per la ricerca PCV2 con PCR tradizionale o dimostrati validi 
per altri virus è opportuno procedere ad una valutazione. Si evidenzia inoltre che per 
ogni tipologia di campione occorre individuare un idoneo sistema d’estrazione, prima 
che per eventuali diff erenze in termini di effi  cienza, per le diverse capacità di elimina-
re la presenza d’inibitori dell’amplifi cazione. Quest’ultimo emerge sicuramente come 
fattore critico fondamentale soprattutto per i campioni di linfonodo, suggerendo che 
l’utilizzo di un controllo interno d’amplifi cazione è indispensabile per la valutazione dei 
risultati.
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Riassunto. L’applicazione di un percorso diagnostico basato sull’impiego della ci-
tologia linfonodale e della real time PCR sul siero e sui linfonodi di suini, prima 
dell’impiego della vaccinazione per PCV2, può essere d’ausilio alla  comprensione 
dell’incidenza della PCVAD (Porcine Circovirus Associated Diseases) e delle infezioni 
sub-cliniche. L’applicazione del percorso diagnostico in tre momenti diversi e cioè 
alla comparsa di problemi sanitari riconducibili a PCVAD/PMWS, 5 mesi dopo e 
successivamente alla vaccinazione, ha permesso di evidenziare nelle fasi pre-vaccina-
zione, elevati titoli virali sierici e linfonodali tramite Real Time PCR in animali di 
12 settimane di vita, non sempre accompagnati da una diagnosi cito-istologica di 
PCVAD/PMWS. In seguito a vaccinazione, sui campioni di sangue di animali di 5, 
12 e 19 settimane di vita, vaccinati a 3 settimane dalla nascita, la Real Time PCR 
non ha evidenziato la presenza di animali viremici (Real Time PCR negative).
Tuttavia, sia i risultati della vaccinazione, sia quelli ottenuti dall’impiego del percor-
so diagnostico necessitano di ulteriori approfondimenti.

Abstract. A field study was conducted to investigate the use of a diagnostic approach, 
based on lymph-nodal cytology and sera and lymph-nodal Real Time PCR on pigs, 
after and before the vaccination against PCV2. This approach can help the under-
standing of PCVAD (Porcine Circovirus Associated Disease) and sub-clinical PCV2 
infection herds severity. The diagnostic approach was performed in three different pe-
riods, on the set up of health problems, due to PCVAD/PMWS, five months later and 
after the vaccination. This study showed high sera and lymph-nodal Real Time PCR 
viral load in 12 weeks old pigs, not always with a confirmatory diagnosis of PCVAD/
PMWS, before the vaccination in the herds. 3 weeks old pigs vaccinated didn’t show 
viremia at 5, 12 and 19 of age. The vaccination and the diagnostic approach results 
need of further investigations.


