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RIASSUNTO

Le malattie da PCV2 (porcine circovirus diseases - PCVD) sono una delle cause pitt importanti di perdite economiche nell’alle-
vamento intensivo del suino. PCV2 causa sia forme cliniche sistemiche (post-weaning multisystemic wasting syndrome -
PMWS), sia forme localizzate di tipo enterico, respiratorio, dermatitico-nefritico e riproduttivo. PCV2 & anche responsabile di
forme subcliniche di infezione che, tuttavia, provocano ritardo dell’accrescimento, aumento del numero degli scarti e della su-
scettibilita ad altre infezioni. Per questi motivi, il controllo dell’infezione da PCV2 ¢ una priorita a livello internazionale. Ne-
gli ultimi anni, la disponibilita di vaccini sicuri ed efficaci ha permesso di ridurre I'incidenza e la gravita delle forme cliniche,
in particolare della PMWS, di incrementare la produttivita degli animali in accrescimento e migliorare i parametri produttivi
delle scrofe. Tuttavia, nonostante i successi della vaccinazione, la maggior parte della popolazione suina ¢ ancora cronicamen-
te infetta da PCV2, ed il virus continua a circolare anche nelle aziende che usano piani di profilassi indiretta. I vaccini attual-
mente disponibili non sono infatti in grado di prevenire le infezioni subcliniche che rappresentano attualmente il problema sa-
nitario principale. Anche in assenza di forme cliniche, I'infezione da PCV2 causa alterata funzione delle cellule produttrici di
interferone naturale (NIPC) e conseguente riduzione della produzione di TNF-o e IEN-a e ripercussioni sulla funzione linfo-
citaria. La modificazione dell’equilibrio tra citochine pro-infiammatorie, pro-immuni e regolatorie che si concretizza nella so-
vraregolazione dell'TIL-10 e sottoregolazione di IFN-y, provoca inefficiente innesco di una adeguata risposta pro-inflammato-
ria innata, compromissione del riconoscimento delle infezioni virali e batteriche e compromissione delle risposte specifiche
delle cellule T e B. A causa di questa particolare interazione tra PCV2 e sistema immunitario, che esita in una forte compro-
missione delle difese innate e adattative, le infezioni subcliniche possono essere responsabili di gravi conseguenze economiche.
Tale compromissione delle difese innate e adattative spiega inoltre il ruolo svolto da PCV2 nelle coinfezioni. La vaccinazione
anti-PCV2 puo quindi, indirettamente, migliorare lo stato sanitario anche nei confronti di altri agenti patogeni riducendo, ad
esempio, I'incidenza del complesso delle malattie respiratorie del suino (PRDC). Inoltre, nelle aziende in cui vi ¢ la contem-
poranea circolazione di PCV2 e PRRSV, la vaccinazione contro PCV2 aumenta efficacia del vaccino anti-PRRSV. Lo studio e
la comprensione dell’interazione tra PCV?2 e sistema immunitario e dei meccanismi alla base dello sviluppo di una risposta im-
munitaria proteggente, sono i necessari presupposti per la sperimentazione di nuove formulazioni vaccinali. L'obiettivo per il
prossimo futuro sara quello di rendere disponibili dei vaccini che siano in grado di ridurre non solo I'espressione clinica delle
PCVD ma che possano garantire anche una significativa riduzione della prevalenza di infezioni subcliniche, aprendo cosi la
strada alla concreta possibilita di eradicazione di PCV2 dalle aziende suinicole.
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INTRODUZIONE

sordini riproduttivi caratterizzati da aborti e da interruzio-
ni precoci della gravidanza'. La PMWS, che rappresenta la

Linfezione da PCV2 & associata a numerose manifestazioni
patologiche del suino denominate, nel loro complesso, por-
cine circovirus diseases (PCVD). Le PCVD (Figura 1) posso-
no essere classificate in forme sistemiche, quali la sindrome
del deperimento post-svezzamento (post-weaning multisy-
stemic wasting syndrome - PMWS) o in forme localizzate
quali enterite granulomatosa, sindrome dermatite-nefrite
(porcine dermatitis and nephropathy syndrome - PDNS),
forme respiratorie riconducibili alla porcine respiratory di-
sease complex (PRDC), polmonite proliferativa e necrotiz-
zante (proliferative and necrotising pneumonia - PNP) e di-
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forma clinica maggiormente conosciuta tra le PCVD ¢ di-
ventata, nel corso degli anni, un significativo problema sa-
nitario ed economico per lindustria suinicola a livello
mondiale'. La PMWS interessa principalmente i suinetti tra
le 5 e le 15 settimane di eta ed ¢ caratterizzata da ritardi di
accrescimento, dispnea, linfoadenomegalia dei linfonodi
inguinali superficiali. PCV2 ¢ costantemente rilevato in va-
ri organi e tessuti dei suini con PMWS ed ¢ costantemente
presente nelle lesioni microscopiche tipiche della PMWS.
Tuttavia, I'infezione da PCV2 non necessariamente causa
patologie cliniche e anticorpi specifici anti-PCV2 sono sta-
ti rilevati in un’alta percentuale di sieri suini in tutto il
mondo? Linfezione subclinica & quindi un evento frequen-
te e pud comunque causare ripercussioni negative sull’eco-
nomia dell’allevamento provocando un aumento del nu-
mero di scarti, della percentuale di animali sottopeso e ri-
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Figura 1 - Rappresentazione schematica delle porcine circovirus diseases (PCVD).

Figura 2 - Leterogeneita dell’accrescimento nei gruppi, con aumento del numero dei soggetti sottopeso, pud essere uno dei sintomi di in-
fezione subclinica da PCV2.

ducendo gli incrementi ponderali’ (Figura 2). Anche se i
postulati di Koch sono stati soddisfatti per quanto riguarda
la relazione tra PCV2 e PMWS, ¢ difficile riprodurre speri-
mentalmente la grave espressione clinica della malattia che
si osserva in situazioni di campo’. In maniera analoga, an-
che la valutazione sperimentale delle possibili conseguenze
sanitarie e/o economiche di forme subcliniche di infezione
risulta difficile da realizzare. Tutto cid rappresenta un limi-
te alle valutazioni di efficacia dei vaccini che si basano ge-
neralmente anche sulla stima della riduzione di incidenza
delle forme cliniche. PCV2 ¢ considerato uno dei patogeni
virali economicamente pitt importanti in tutti i Paesi mag-
giori produttori di suini. Di conseguenza, il controllo delle
infezioni da PCV2 ¢ una priorita a livello internazionale e
numerose strategie di management, corretta gestione delle
condizioni ambientali dell’allevamento e vaccinali sono at-

tualmente impiegate per ottenere il controllo delle forme
cliniche e per ridurre la prevalenza di infezione. Tra i diver-
si metodi di profilassi, la vaccinazione & diventata uno stru-
mento di primaria importanza. A partire dal 2004, in Euro-
pa e dal 2006 negli USA, sono stati commercializzati nume-
rosi vaccini per la prevenzione delle PCVD e tutti sono al-
lestiti con ceppi appartenenti al genotipo PCV2a, il genoti-
po prevalente fino ai primi anni 2000 e progressivamente
sostituito dal genotipo PCV2b. Nel corso degli anni sono
stati identificati, anche retrospettivamente, 4 ulteriori ge-
notipi (c-f) di importanza clinica inferiore e/o con una cir-
colazione limitata solo ad alcuni Paesi.

Prove di challenge* hanno dimostrato che la vaccinazione ri-
duce sensibilmente sia I’entita e la durata della viremia, sia
Ientita e la durata dell’escrezione virale per via nasale o fe-
cale, con il risultato di ridurre la carica virale nell’ambiente e
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quindi il rischio di trasmissione dell’infezione. In condizioni
di campo, tutti i vaccini anti-PCV2 attualmente disponibili
sono inoltre in grado di ridurre la mortalita e la percentuale
di scarti e migliorano significativamente 'incremento pon-
derale medio giornaliero (IPMG)>®.

Nonostante i successi della vaccinazione, la maggior parte
della popolazione suina & ancora cronicamente infetta da
PCV2: i vaccini attualmente disponibili non inducono
un’immunita proteggente nei confronti dell’infezione e il vi-
rus continua a circolare anche nelle aziende che praticano la
vaccinazione. In condizioni di campo il problema che rima-
ne ¢ quindi quello dell'insorgenza di infezioni subcliniche
che possono causare, oltre alla riduzione delle performances
produttive, anche immunodepressione.

Uno dei potenziali limiti dei vaccini commerciali & ricondu-
cibile alla diversita genetica tra i ceppi di PCV2 con cui sono
stati allestiti e quelli attualmente circolanti nelle popolazioni
suine, che fanno ipotizzare una possibile fuga immunitaria
indotta dal vaccino. Allo stesso modo, la diversa formulazio-
ne dei vaccini disponibili rende complessa una valutazione
omogenea della loro efficacia, laddove si riscontrano diffe-
renze quantitative nell'induzione del’'immunita cellulo-me-
diata e umorale tra le diverse tipologie di vaccini registrati
per l'uso sui suinetti.

A causa delle modalita di trasmissione di PCV2 e della dina-
mica di popolazione delle aziende suinicole, che continua-
mente rinnovano il pool della popolazione sensibile attra-
verso movimentazioni di animali tra i diversi compartimen-
ti, PCV2 ¢ in grado di essere mantenuto in allevamento per
anni senza necessita di reintroduzione. La vaccinazione in-
tensiva rimane quindi uno strumento fondamentale per il
controllo delle PCVD, contribuendo alla riduzione della fre-
quenza di infezione, migliorando i parametri produttivi e
conferendo indirettamente protezione anche nei confronti di
altri agenti patogeni: I'effetto immunosoppressivo di PCV2
causa infatti una forte soppressione della funzionalita di ba-
se dei meccanismi di difesa innata predisponendo a superin-
fezioni secondarie e opportunistiche.

In questa review vengono sintetizzate le conoscenze relative
all'interazione tra PCV2 e sistema immunitario e su come
questa possa influenzare la risposta vaccinale nei confronti di
PCV2 o di altri patogeni del suino. Vengono inoltre discusse
le modificazioni, nel tempo, delle forme di PCVD confron-
tando la situazione precedente all’'introduzione della vacci-
nazione con quella attuale che ne prevede 'impiego.

PATOGENESI
DELLIMMUNODEFICIENZA
INDOTTA DA PCV2

Gli organi target di PCV2 sono i tessuti linfoidi, in cui la re-
plicazione del virus puo portare all’atrofia follicolare con
conseguente deplezione linfoide e sostituzione con cellule
istiocitarie, e conseguente effetto immunosoppressore' (Fi-
gura 3). Studi istologici, condotti mediante tecniche immu-
noistochimiche per classificare i diversi fenotipi cellulari pre-
senti a livello di tessuti linfoidi e verificare le variazioni nel
meccanismo patogenetico dell'immunosoppressione da
PCV2, hanno evidenziato che i cambiamenti piu rilevanti so-
no rappresentati da: riduzione dei linfociti B e T, aumento
del numero dei macrofagi e perdita parziale e ridistribuzione
delle cellule presentanti 'antigene (APC).

Le APC, in particolare le cellule dendritiche (Figura 4), gio-
cano un ruolo chiave nella risposta immunitaria innata e
adattativa. Le cellule dendritiche interdigitanti, site nei diver-
si tessuti dell’organismo, esprimono recettori di superficie in
grado di riconoscere la presenza di agenti patogeni e rispon-
dere mediante la produzione ed il rilascio di citochine anti-
virali come l'interferone tipo 1. Inoltre, migrano nella regio-
ne T-dipendente dei tessuti linfoidi dove presentano I’antige-
ne alle cellule T, inducendone lattivazione. Nei centri germi-
nativi dei tessuti linfoidi sono invece presenti le cellule den-
dritiche follicolari, in grado di fagocitare gli antigeni circo-
lanti e di presentarli ai linfociti B, determinandone I’attiva-
zione e, di conseguenza, lo sviluppo dell'immunita umorale.

Figura 3 - In (A) linfonodo normostrutturato con follicoli reattivi e tessuto interfollicolare entrambi ben popolati di linfociti. La deplezione
linfocitaria (B) con scomparsa dei follicoli e riduzione numerica dei linfociti del tessuto interfollicolare & la base istologica della immunodefi-
cienza in corso di PMWS. Lesioni specifiche granulomatose (C) insieme alla deplezione linfocitaria rappresentano un altro aspetto tipico del-
la PMWS. (A) 5x; (B) 5x; (C) 20x.
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Figura 4 - Meccanismo cellulare dell'immunodeficienza indotta da PCV2.

Il meccanismo cellulare del’immunodeficienza da PCV2 ha la sua massima espressione nella deplezione linfocitaria che origina a livello di
cellule dendritiche (A), appartenenti al sistema immunitario e deputate, in risposta a stimoli antigenici di natura virale o batterica recepiti pre-
valentemente con il sistema dei recettori Toll-simili, a produrre citochine (TNF-a e IFN-a) che, con meccanismo autocrino potenziano la pro-
pria funzione di presentazione degli antigeni ai linfociti di cui stimolano la funzione. (B) In corso di infezione da PCV2, il DNA virale interferi-
sce con i recettori Toll-simili indebolendo il processo di maturazione della funzione di presentazione dell’antigene e, di conseguenza, la fun-

zione dei linfociti.

Pit1 di un meccanismo risulta quindi essere coinvolto nel de-
terminare ’azione immunosoppressiva di PCV2. Nei com-
partimenti linfoidi si rileva una riduzione dell’abilita nella
presentazione dell’antigene, espressa dalla riduzione nel nu-
mero delle cellule dendritiche follicolari e delle cellule inter-
digitanti, associata ad una riduzione della funzione delle cel-
lule B e delle cellule T CD4+ (T helper) nelle fasi iniziale e in-
termedia di infezione. Nella fase finale si arriva ad avere una
prevalenza della componente stromale'%.

La deplezione delle cellule dendritiche follicolari nei suini
colpiti da PMWS va di pari passo con la gravita della deple-
zione linfocitaria e con l'infiltrazione di macrofagi e cellule
multinucleate a livello follicolare®.

Negli animali infetti da PCV2 ¢ stata osservata anche una de-
plezione dei linfociti T CD8+ (linfociti T citotossici) e la
quantita di DNA virale presente nei tessuti linfoidi, oltre a es-
sere correlata alla deplezione linfocitaria nei tessuti, & corre-
lata alla diminuzione di IgM+ e cellule CD8+ nel sangue pe-
riferico, a supporto dell’'ipotesi che i soggetti infetti presenti-
no una risposta immunitaria compromessa'*. Il meccanismo
coinvolto nella genesi della deplezione linfoide sembra esse-
re associato ad una riduzione della proliferazione cellulare,
pit che ad un effettivo ruolo diretto di PCV2 nell'induzione
di apoptosi delle cellule linfatiche'. Tuttavia, il meccanismo
mediante il quale PCV2 determina tale deplezione e linfade-
nopatia deve ancora essere chiarito in modo definitivo®.
PCV2 ¢ comunemente associato a cellule del lignaggio mo-
nocitico-macrofagico e alle cellule dendritiche (DC); queste
cellule accumulano I'antigene ed il DNA virale per periodi
prolungati in assenza di un’efficiente replicazione virale. Cio
suggerisce che tali cellule abbiano un ruolo importante nella

persistenza, diffusione e trasmissione virale'®. Sperimental-
mente, € stato osservato che PCV2 ¢ in grado di infettare cel-
lule di origine epiteliale, endoteliale e mieloide coltivate in
vitro, e cio spiega la diffusa distribuzione del virus nei diver-
si tessuti. Nelle cellule dendritiche di derivazione mieloide
prevalgono processi endocitici, importanti per 'internalizza-
zione e 'accumulo delle proteine virali, mentre a livello di
cellule endoteliali ed epiteliali avvengono processi di avvio
del ciclo replicativo'’.

La presenza di PCV2 nelle DC non influenza la funzionalita
delle DC mieloidi, ma ¢ stata osservata immunomodulazio-
ne delle DC plasmacitoidi (pDC). Le cellule dendritiche pla-
smacitoidi, anche denominate cellule produttrici di interfe-
rone naturale (NIPC), hanno un ruolo fondamentale nel-
Iimmunita innata e adattativa. Sono cellule “sentinella”: av-
vertono la presenza di “intrusi” e modellano la forza, la du-
rata e la qualita delle risposte delle cellule natural killer (NK),
T e B. Le NIPC rispondono in modo efficiente e rapido alle
infezioni producendo quantita particolarmente elevate di in-
terferone di tipo 1 (IFN) attraverso il riconoscimento di
componenti batteriche e virali tramite recettori di riconosci-
mento, compresi i recettori toll-like (TLR). Alcuni autori'®"
hanno dimostrato che Tattivita immunomodulatoria di
PCV?2 risulta essere mediata dall’interruzione della funzione
delle NIPC attraverso I'interazione del DNA virale con i TLR
endosomiali, con conseguente inibizione della produzione di
IFN-a e del TNF-a, che dovrebbero essere prodotti dalle
pDC. Cio comprometterebbe la maturazione della DC mie-
loide associata e la successiva presentazione efficiente del-
’antigene, con conseguenti importanti implicazioni per il ri-
conoscimento dei segnali di pericolo virali e batterici. In stu-
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di successivi, il DNA di PCV2 ha dimostrato di avere elevata
capacita immunomodulatoria anche nei confronti delle stes-
se DC mieloidi interferendo con i processi endocitici, deter-
minando quindi riduzione dell’efficienza di internalizzare le
proteine virali PCV2-like®. In definitiva, le difese innate di-
pendenti da TNF-a e IEN-a, come gli effetti antivirali diret-
ti, la maturazione delle DC, 'attivazione delle cellule NK e la
promozione di specifiche risposte delle cellule T e B, in caso
di infezione da PCV2 sembra diventino inefficienti o ineffi-
caci. Con l'incapacita delle NIPC di produrre IFN-o e TNF-
o, 1l funzionamento efficiente delle DC mieloidi si deteriore-
rebbe a causa del ruolo delle NIPC nel collegare 'immunita
innata e quella adattativa'. La forte soppressione della fun-
zionalita di base dei meccanismi di difesa innata & piena-
mente compatibile con 'osservazione di una maggiore fre-
quenza di infezioni secondarie e opportunistiche nei suini
colpiti da PMWS?..

In condizioni di campo, la sieroconversione avviene sia nei
suini affetti da forme sistemiche sia in quelli che presentano
infezione subclinica® ed e stato dimostrato sperimentalmen-
te che una risposta umorale ritardata o bassi titoli anticorpa-
li specifici sono correlati all’espressione della forma clinica®.
Tuttavia, studi sperimentali e di campo hanno dimostrato
che PCV2 puo persistere nei tessuti e nel sangue anche in
presenza di elevati titoli anticorpali, probabilmente a causa
del fatto che non avviene una completa neutralizzazione del
virus®. Questi risultati spiegherebbero la lunga persistenza
di PCV2 nel sangue e nei tessuti nonostante la presenza di
anticorpi specifici nel siero®. In condizioni sperimentali, an-
ticorpi neutralizzanti (NA) sono rilevabili trai 10 e i 28 gior-
ni post infezione e la loro comparsa coincide con una dimi-
nuzione della carica virale sierica; titoli di NA bassi sono in-
vece stati correlati all’aumento della replicazione di PCV2 e
allo sviluppo di forme sistemiche. Tuttavia & stato osservato
che non tutti i suini con basso titolo di NA hanno anche bas-
si livelli di anticorpi totali anti-PCV2%*?%. Quest’evidenza
suggerisce che alcuni animali possano sviluppare una rispo-
sta umorale priva di NA o che gli NA vengano prodotti piut
tardi. Probabilmente la sola presenza di anticorpi non garan-
tisce completamente la clearance virale e nel controllo del-
'infezione gioca un ruolo importante anche la risposta im-
munitaria cellulo-mediata®. Nei casi naturali di infezione da
PCV2 si ritiene che la clearance virale sia mediata dalla com-
binazione tra presenza di NA e immunita cellulo-mediata. La
differenza immunologica maggiore tra suinetti sintomatici e
animali con infezione subclinica ¢ la bassa o ritardata produ-
zione di NA, insieme al riscontro di alti livelli di IL-10 e ri-
dotta produzione di IFN-y nei soggetti che presentano i se-
gni clinici della malattia®*.

Per la risoluzione efficace di un’infezione ¢ necessaria 'atti-
vazione efficiente del’'immunita innata/inflammatoria e ac-
quisita per bloccare la replicazione e I'invasione degli agenti
patogeni, nonché per promuovere la clearance dei patogeni
e/o delle cellule infette. La produzione di citochine pro-in-
fiammatorie (IL-1b, TNF-a, IL-8) e I'equilibrio tra citochine
pro-immuni (IFN-y) e regolatorie (IL-10) svolgono un ruo-
lo fondamentale nell’innescare la risposta innata, cosi come
nell’innescare e coordinare la risposta immunitaria adattati-
va®. Da numerosi studi ¢ emerso che I'infezione da PCV?2 al-
tera in modo significativo le risposte delle citochine nei sui-
ni infetti: la citochina IL-10 & sovraregolata, mentre Pespres-
sione di IL-2, IL-4 e IFN-y ¢ sottoregolata nei suini che ma-

nifestano PCVD, indicando un pattern alterato di risposta
dei linfociti®*!. IL-10 & una citochina regolatoria considerata
un mediatore immunosoppressivo e antinfiammatorio. Ini-
bisce la funzione dei macrofagi e puo inibire la sintesi di ci-
tochine pro-infiammatorie come IFN-y, IL-2, TNF-a.. Du-
rante I'infezione da PCV2 e in corso di PCVD, IL-10 & secre-
ta principalmente da macrofagi-monociti e cellule dendriti-
che, ma anche da cloni di cellule T, che sono stati alterati dal-
la stimolazione prolungata dell’antigene®. Suini con forme
subcliniche sviluppano un aumento transitorio della risposta
IL-10 durante il picco della viremia; al contrario, & dimostra-
to che negli animali con forme cliniche questa citochina pre-
domina ancora nelle fasi successive. Sembra quindi che la ri-
soluzione dell'infezione da PCV?2 sia correlata al cessare del-
le risposte IL-10 specifiche, che coincide con I'inversione del
rapporto IgM/IgG’'. Dimmunosoppressione mediata dal-
I'IL-10 sembra quindi avere un ruolo importante nella pato-
genesi e nel mantenimento dell’infezione naturale da PCV2*!
(Figura 5).

Nel corso di studi in vitro da campioni di sangue eparinizza-
to per 'isolamento delle cellule mononucleate del sangue pe-
riferico (PBMC), ¢ stata riscontrata, in concomitanza all’au-
mento dell'IL-10, una sovraespressione del'mRNA di mole-
cole immunomodulatorie PD-L 1 e 2 (programmed death do-
main ligands). Questo potrebbe essere alla base di una rispo-
sta inefficace delle cellule T, causando una diminuita risposta
cellulo-mediata con conseguente aumento della gravita della
malattia osservata negli animali con PCVD**%. Lattivazione
dell’immunita cellulo-mediata, compresa la produzione di
IFN-y si & dimostrata necessaria per il controllo dell’infezio-
ne da PCV2*%: i suini che non producono livelli sufficienti
di IEN-y presentano livelli pit bassi di NA e livelli piu eleva-
ti di viremia associati a forme cliniche. L'ipotesi relativa al-
I'importanza dello sviluppo di un’immunita cellulo-mediata
proteggente deriva anche da dati di confronto tra animali
vaccinati e animali affetti da PMWS: gli animali con PMWS
non sono in grado di innescare un’efficace risposta pro-in-
fiammatoria innata per far fronte all'infezione, come dimo-
strato dai bassi livelli di citochine pro-infiammatorie IFN-y,
IL-8, TNF-a e IL-1b, che si mostrano invece aumentate negli
animali vaccinati®®®.

Limmunodepressione causata da PCV2, combinata con I'in-
fluenza della natura cronica dell’infezione che va ad inficiare
Iefficienza immunitaria degli animali infetti, puo influenza-
re le risposte all'immunizzazione e la gravita delle coinfezio-
ni'. U'infezione con il solo PCV2 raramente evolve in malat-
tia clinica; lo sviluppo di PCVD ¢ spesso accelerato nell’in-
sorgenza, potenziato in gravita e prolungato nella durata da
infezioni virali o batteriche concomitanti: le coinfezioni pos-
sono promuovere I'infezione da PCV2 aumentandone la re-
plicazione nei tessuti e 'accumulo nelle cellule del sistema
immunitario dell’ospite®.

Dopo le prime coinfezioni sperimentali con altri comuni pa-
togeni suini, ¢ stato dimostrato che, oltre all'immunosop-
pressione, anche 'immunostimolazione pud innescare la
progressione dell'infezione fino alla comparsa di malattia e
lesioni caratteristiche. Uinoculazione di suinetti gnotobiotici
con PCV2 associato ad immunostimolazione con emociani-
na e adiuvante incompleto di Freund ha consentito la ripro-
duzione sperimentale della PMWS?". A seguito dei risultati di
questo lavoro, si ¢ sviluppata una notevole preoccupazione
sul potenziale effetto sinergico dei vaccini adiuvati nei con-
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Figura 5 - Evoluzione della normale risposta infiammatoria post infezione e meccanismo dell'immunodepressione a seguito di infezione da

PCV2.

A sinistra: cocktail citochinico alla base della risoluzione positiva della risposta infiammatoria ad una infezione virale o batterica che av-
viene grazie ad una produzione di citochine pro-infiammatorie e ad una equilibrata sintesi di citochine che esaltano la risposta immunitaria
(IFN-y) e quelle ad effetto regolatorio-anti infammatorio e immunosoppressivo come I'lL-10.

A destra: situazione che si realizza in caso di infezione da PCV2 nel corso della quale € centrale I'upregulation della citochina IL-10 (even-
to transitorio nelle infezioni subcliniche, e persistente nelle forme cliniche di PCVD) che riduce la produzione di citochine ad effetto trofico po-

sitivo sulle cellule implicate nella risposta immune.

fronti dell’infezione da PCV?2. Per verificare questa ipotesi, &
stato condotto uno studio per determinare se e quali tra gli
adiuvanti presenti nei vaccini commerciali potessero indurre
una maggiore replicazione di PCV2 e un’aumentata inciden-
za di PCVD. In questo studio i suinetti sono stati vaccinati a
4 e 6 settimane d’eta ed infettati con PCV2 a 6 settimane
d’eta. In condizioni sperimentali, & stato rilevato che a 35
giorni post infezione, i suini ai quali ¢ stato somministrato
un vaccino adiuvato olio-in-acqua presentavano una mag-
giore durata della viremia, maggiore quantita di PCV2 nel
siero e nei tessuti e un aumento della gravita della deplezio-
ne linfoide rispetto ai suini ai quali era stato somministrato
un vaccino adiuvato con carbopol in soluzione acquosa e con
idrossido d’alluminio®.

INFEZIONE DA PCV2 PRIMA
DELLA PROFILASSI VACCINALE

PCV2 ¢ un virus ubiquitario, che causa un’infezione persi-
stente’ e viene costantemente rilevato in secreti ed escreti a
seguito di infezione naturale o sperimentale. Sia le aziende
colpite da PMWS che quelle non colpite presentano un tasso
d’infezione e di sieroconversione simile®.

PCV2 si diffonde rapidamente, per via orizzontale e vertica-
le, all'interno della popolazione suina. Il contatto diretto ¢ la
modalita di trasmissione piu efficace a causa dell’esposizione
contemporanea dei suini recettivi alle secrezioni respiratorie,
alla saliva, feci e urina contaminate. La trasmissione tra
aziende avviene mediante I'introduzione di animali vivi o
prodotti (es. sperma) infetti. A causa delle numerose vie di

trasmissione e del continuo turnover della popolazione re-
cettiva, I'infezione viene mantenuta in allevamento per an-
ni®. E stato inoltre chiaramente messo in evidenza che la
coinfezione con Porcine reproductive and respiratory syndro-
me virus (PRRSV) causa una maggiore durata e quantita di
eliminazione di PCV2, determinando una maggiore conta-
minazione dell’ambiente con un conseguente aumento del
rischio di infezione*'.

PCV2 ¢ resistente alle alte temperature e ad ampie variazio-
ni di pH, mantenendosi quindi stabile per lungo tempo
nelle condizioni ambientali di allevamento®’. L'assenza del-
Ienvelope lo rende resistente ai solventi dei lipidi, ma viene
inattivato da disinfettanti alcalini (idrossido di sodio),
agenti ossidanti (ipoclorito di sodio) e dai sali quaternari
d’ammonio*

Le pratiche di gestione possono influenzare le dinamiche
d’infezione, come dimostrato anche da un approccio model-
listico®”. In particolare, maggiori dimensioni dei box nella
nursery e I'intensita della pratica del cross-fostering possono
modificare 'epidemiologia dell’infezione favorendo infezio-
ni precoci, che pill probabilmente provocano manifestazioni
cliniche sistemiche di PCVD. Rilevante anche la dimostra-
zione di una associazione tra aumento della percentuale di
dosi di sperma infetto e aumento del rischio di infezioni pre-
coci®. Quest’ultima osservazione & compatibile con la messa
in evidenza che I'utilizzo di sperma di origine aziendale au-
menta il rischio di infezione. Sebbene la presenza di PCV2
nello sperma non costituisca una prova definitiva della pos-
sibilita di trasmissione venerea, i centri per la produzione di
materiale seminale dovrebbero essere indenni dai principali
patogeni, tra cui PCV2*.
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PROFILI IMMUNITARI
DOPO LIMPLEMENTAZIONE
DELLA PROFILASSI VACCINALE

Prima dell’introduzione della profilassi vaccinale, il control-
lo delle PCVD si limitava principalmente al miglioramento
delle strategie di gestione dell’allevamento e al controllo del-
le coinfezioni. La vaccinazione ¢ ora invece uno strumento
importante per il controllo dell’infezione da PCV2*.

La disponibilita commerciale di vaccini anti-PCV2 risale al
2004 in Europa e al 2006 in Nord America e tali prodotti sono
oggi disponibili in tutto il mondo*. La diminuzione dell’inci-
denza ed il miglioramento dell’efficienza produttiva dopo I'a-
dozione della vaccinazione, hanno chiaramente fatto emerge-
re le conseguenze negative che I'infezione da PCV2 ha sulla sa-
lute e sulla produttivita dei suini?’. Infatti, oltre a ridurre la
mortalita associata alle forme sistemiche di PCVD, I'introdu-
zione della vaccinazione ha determinato un incremento della
produttivita anche nelle aziende non colpite da PMWS o, in
quelle colpite, ha condizionato 'aumento delle produzioni ol-
tre i livelli presenti prima che segni clinici di PMWS apparis-
sero in allevamento. Questi miglioramenti economici e sanita-
ri hanno reso evidente esistenza di forme subcliniche d’infe-
zione (PCV2-SI), condizioni in cui i suinetti clinicamente sa-
ni, presentano una riduzione degli IPMG e sono maggior-
mente recettivi ad altri patogeni. Queste forme condizionano
negativamente 'economia aziendale, contribuendo inoltre al-
I'aumento della mortalita nel periodo post-svezzamento®.

La profilassi vaccinale si basa sull'impiego di prodotti diver-
si nella loro formulazione: il primo vaccino immesso in com-
mercio & stato allestito da un ceppo di PCV2a inattivato ed &
registrato per I'uso su suinetti di eta superiore alle tre setti-
mane di vita e sulle scrofe. In seguito, sono stati commercia-
lizzati vaccini ricombinanti a subunita basati sulla proteina
del capside virale di PCV2a espressa in un sistema di baculo-
virus®. Un ulteriore vaccino, registrato per 'immunizzazio-
ne di suinetti oltre le tre settimane di vita, ¢ allestito con un
virus PCV1/PCV2 chimerico inattivato**.
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La valutazione dell’efficacia dei vaccini anti-PCV2 ¢ basata
sugli stessi criteri utilizzati per la diagnosi di PMWS: presen-
za dei segni clinici di malattia, presenza di lesioni microsco-
piche caratteristiche e presenza di PCV2 nelle lesioni a cui si
aggiunge la determinazione della carica virale nel siero in as-
sociazione ai segni clinici*” (Figura 6).

I vaccini commerciali si sono dimostrati molto efficaci nel ri-
durre i segni clinici di malattia e nel migliorare 'TPMG dei
suinetti, con conseguente miglioramento degli indici econo-
mici aziendali®**. Sono inoltre in grado di abbassare la per-
centuale di suini viremici, il livello di viremia, la carica vira-
le in tamponi nasali e fecali?, riducendo l'escrezione virale e,
di conseguenza, il rischio di trasmissione anche in condizio-
ni di campo**.

Dal momento che la carica virale sierica ridotta e la dimi-
nuita presenza di PCV2 negli organi target, determinate con
tecniche di biologia molecolare, sono fortemente correlate a
bassi punteggi istopatologici nei tessuti linfoidi, ne deriva
che I'impiego di vaccini in grado di ridurre la quantita di
PCV2 nel siero e nei linfonodi determina di conseguenza an-
che una riduzione della gravita delle lesioni istologiche’.

I risultati di uno studio condotto in USA riportano che a 6
anni dall’introduzione della vaccinazione, avvenuta a partire
dal 2006, e stata ottenuta una riduzione della prevalenza di
animali viremici e dei livelli di viremia, un aumento degli al-
levamenti negativi a PCV2 e la diminuzione della prevalenza
di suini sieropositivi a seguito di infezione naturale®'.

La protezione dei suinetti pud essere ottenuta mediante
un’immunizzazione attiva o passiva (vaccinando le scrofe) o
dalla combinazione delle due strategie®. Sperimentalmente ¢
stato dimostrato che i suinetti con elevati livelli di anticorpi
passivi presentano una riduzione della carica virale sierica
inversamente correlata al titolo anticorpale®’. Uimmunita
passiva di origine materna gioca un ruolo importante nella
prevenzione della PMWS. Tuttavia, il rilevamento del geno-
ma o dell’antigene virale nei tessuti anche dopo il trasferi-
mento dell'immunita passiva indica che gli anticorpi di deri-
vazione materna non sono sempre in grado di prevenire 'in-
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Figura 6 - In (A) abbondante antigene virale in cellule istiocitarie in corso di deplezione linfoide in un caso di PMWS. (B) antigene virale
presente sia in cellule istiocitarie che in macrofagi epitelioidi in un granuloma linfonodale. (C) linfonodo normostrutturato con bassa carica vi-
rale al centro di un follicolo; il metodo rappresenta la stima indiretta della carica virale residua in risposta all’efficacia della vaccinazione. Rea-
zione immunoistochimica per PCV2 con anticorpo monocolonale F217. (A) 40x; (B) 40x; (C) 20x.
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fezione. La persistenza di PCV2 nei tessuti & anch’essa corre-
lata al titolo degli anticorpi di derivazione materna ancora
presenti al momento dell’infezione®. La vaccinazione delle
scrofe esposte naturalmente al virus riduce anche la quantita
di PCV2 trasmessa ai suinetti attraverso il colostro, pur non
eliminando la diffusione virale attraverso questa via’. Sebbe-
ne PCV2 sia trasmesso dalle scrofe ai suinetti tramite il colo-
stro, i suinetti nati da madri vaccinate si presentano non vi-
remici allo svezzamento; pertanto gli anticorpi neutralizzan-
ti di derivazione materna sembrano essere in grado di con-
trollare 'infezione nelle fasi iniziali della vita dell’animale™.
In condizioni di campo, la vaccinazione delle scrofe ¢ in grado
di migliorare anche i parametri produttivi dei suinetti. In un
allevamento con numerosi casi di PMWS acuta, la vaccinazio-
ne delle sole scrofe ha consentito il raggiungimento del peso di
macellazione in periodi di tempo piu brevi e ha ridotto la
mortalita pre-svezzamento, portandola a percentuali inferiori
rispetto a quelle registrate prima del focolaio™. La vaccinazio-
ne delle scrofe ¢ efficace anche nelle condizioni di infezione
subclinica, determinando un aumento dell'TPMG con conse-
guente riduzione della durata della fase d’ingrasso®.
Lapplicazione di protocolli vaccinali anti-PCV2 a lungo ter-
mine sulle scrofe, in allevamenti con problemi riproduttivi,
influenza positivamente anche altri parametri quali: tasso di
inseminazione, numero di suinetti nati vivi e svezzati per
parto e peso corporeo alla nascita®. Inoltre, la vaccinazione
delle scrofe ha un ruolo proteggente nei confronti dei pro-
blemi riproduttivi associati a PCV2%.

La vaccinazione di entrambe le categorie produttive (scrofe
e suinetti a 21 giorni d’eta), determina una riduzione dei li-
velli di viremia e della quantita di antigene virale a livello di
tessuti linfoidi maggiore rispetto che la sola vaccinazione
delle scrofe”.

Studi sperimentali e di campo hanno suggerito che la pre-
senza di elevate quantita di anticorpi di derivazione materna
possa influenzare lefficacia della vaccinazione, sia in termini
di risposta immunitaria umorale indotta da vaccino sia in
termini di IPMG?. Relativamente alla risposta immunitaria
umorale, & stato dimostrato che alti titoli anticorpali al mo-
mento della vaccinazione condizionano negativamente la
sieroconversione post-vaccinale, nonché lo sviluppo di una
efficace risposta cellulo-mediata, influenzando negativamen-
te lo sviluppo dell'immunita attiva nei confronti del virus.
Alcuni autori ritengono che la vaccinazione di suinetti con
immunita passiva a 49 giorni di vita (piuttosto che a 21) po-
trebbe essere piu efficace per il controllo dell’infezione, in
particolare se questa si verifica durante il periodo dell’accre-
scimento. Posticipare 'intervento vaccinale ha conseguen-
ze trascurabili sull TPMG?.

Il declino degli anticorpi passivi rende gli animali recettivi al-
I'infezione, con conseguente sieroconversione attiva*. Lo
scopo dello stimolare 'immunita dei suinetti mediante la
vaccinazione ¢ quella di fornire protezione contro I'infezione
da PCV2, riducendo incidenza e gravita delle forme cliniche
e subcliniche di PCVD?>.

La valutazione morfologica dell’estensione della presenza
dell’antigene virale, eseguita mediante tecniche di immunoi-
stochimica (IHC) ed ibridazione in situ (ISH), e della deple-
zione linfoide nei linfonodi, sono criteri critici nella valuta-
zione dell’efficacia dei vaccini anti-PCV2 in quanto queste
caratteristiche sono fondamentali per la diagnosi di PCVD
(Figura 6). In studi di valutazione dell’efficacia dei vaccini da

utilizzare sui suinetti®, entrambi questi parametri (deplezio-
ne linfoide e deposizione dell’antigene a livello di tessuti
linfoidi) sono risultati ridotti dopo 'impiego della vaccina-
zione e successivo challange con PCV2b*.

Alla luce del ruolo svolto da PCV2 nelle coinfezioni, si ritie-
ne che la vaccinazione anti-PCV2 possa indirettamente con-
ferire protezione anche nei confronti di altri agenti patogeni,
come nel caso della prevenzione del complesso delle malattie
respiratorie del suino®. Numerosi studi hanno dimostrato la
relazione tra PCV2 e PRRSV, e come la presenza di PRRSV
possa aggravare le lesioni associate a PCV2 e aumentare il li-
vello di presenza dell’antigene PCV?2 nei tessuti®, in partico-
lare nella coinfezione con PRRSV tipo 2%.

E stato dimostrato che, in presenza di circolazione di PRRSV,
la vaccinazione anti-PCV2 riduce significativamente la gra-
vita delle lesioni polmonari e linfoidi associate a PCV2 e la
probabilita di rilevare gli antigeni di PCV2 nei tessuti®%.
Sempre in presenza di circolazione di PRRSV, la mancata
vaccinazione anti-PCV2 riduce l'efficacia della vaccinazione
nei confronti di PRRSV®.

Ne consegue che nelle aziende in cui ¢ presente coinfezione
PCV2-PRRSV, la vaccinazione contro PCV2 ¢ prioritaria, in
quanto l'infezione da PCV2 riduce Pefficacia del vaccino an-
ti-PRRSV®!. Al contrario, la vaccinazione per PRRSV ¢ giu-
stificata dalla necessita di ridurre 'impatto negativo dell’in-
fezione sullo stato di salute degli animali in termini di insor-
genza di PCVD®. Una sperimentazione condotta in aziende
con presenza di casi di PMWS definiti sulla base di criteri pa-
tologici accettati a livello internazionale (presenza di segni
clinici, lesioni macroscopiche, reperti istopatologici e pre-
senza di PCV2 nelle lesioni linfoidi), ha dimostrato il coin-
volgimento di PRRSV nel determinismo del focolaio di
PMWS. Lo studio condotto in campo ha inoltre valutato gli
effetti delle vaccinazioni contro PRRSV e PCV?2, in associa-
zione o somministrati singolarmente, in termini di segni cli-
nici, mortalita e IPMG rispetto a gruppi di suini non vacci-
nati. Lo studio ha dimostrato che la vaccinazione in associa-
zione induce protezione nei confronti dello sviluppo di for-
me cliniche e, nonostante non riduca la viremia da PRRSYV,
riduce incidenza, mortalita, durata della viremia e carica vi-
rale di PCV2 e migliora le prestazioni produttive®.

Nelle aziende in cui prevale la coinfezione PCV2-Mycopla-
sma hyopneumoniae, € invece necessaria la vaccinazione nei
confronti di entrambi i patogeni: in condizioni sperimenta-
1i%, ¢ stato dimostrato che la sola vaccinazione nei confronti
di PCV2 ¢ efficace nel ridurre la viremia e le lesioni polmo-
nari e linfoidi associate a PCV2, ma non ¢ in grado di ridur-
re la gravita delle lesioni polmonari indotte da M. hyopneu-
monide nei suini infetti da entrambi i patogeni, a causa del-
'interazione indipendente tra i due vaccini e i due agenti
eziologici®'.

INFLUENZA DELLA
VACCINAZIONE SUL GENOTIPO
DI PCV2 PREVALENTE

Nonostante in USA la copertura vaccinale sia quasi del
100%, il DNA di PCV2 puo ancora essere rilevato nel 25%
dei tessuti di suino esaminati, con una netta predominanza
del genotipo PCV2d che, probabilmente, ha tratto vantaggio
dalla pressione immunitaria vaccinale®.
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Studi di genomica virale hanno evidenziato che tra i trascrit-
ti RNA specifici per PCV2, quattro sono tradotti in proteine
con ruoli biologici rilevanti: ORF1, ORF2, ORF3 e ORF4.
ORF1 codifica per le proteine Rep e Rep), necessarie per la re-
plicazione del genoma virale; ORF2 codifica per la proteina
Cap, principale proteina del capside ed elemento immuno-
geno virale; ORF3 e ORF4, localizzate nella stessa regione di
ORF1 ma nel filamento antisenso, codificano per due protei-
ne non strutturali coinvolte nella regolazione della replica-
zione virale e nell’apoptosi della cellula ospite®®. Il genotipo
PCV2d in particolare, differisce dagli altri genotipi per la
presenza di un residuo di lisina extra all’estremita carbossi-
terminale di Cap®.

La pressione immunitaria selettiva, sviluppata a seguito di
infezione naturale o vaccinazione, ha un ruolo chiave nel-
I'influenzare la possibilita che emergano nuove varianti e si
diffondano nuovi genotipi di PCV2”. A causa del suo alto
tasso di evoluzione, PCV2 puo adattarsi rapidamente a pres-
sioni selettive indotte dalla vaccinazione stessa. E gia stato di-
mostrato che le popolazioni di PCV2 presenti nelle aziende
in cui si pratica la vaccinazione differiscono nella composi-
zione genomica del virus circolante, rispetto a quelle in cui
non viene applicato un protocollo vaccinale. Nelle aziende
che vaccinano da almeno due anni, si rileva la presenza di
mutazioni a bassa frequenza che, sebbene non favorevoli per
il fitness virale nel dato momento, possono andare a costitui-
re mutanti con potenziale ruolo di reservoir che permettono
un rapido adattamento del virus in caso di variazioni di con-
dizioni ambientali, di cofattori, di dinamiche della popola-
zione ospite. Possono quindi verificarsi mutazioni inaspetta-
te e vantaggiose per il virus che determinano 'aumento del-
le loro frequenze nella popolazione virale”. Allo stesso mo-
do, alla luce dell’evidenza che nei genotipi PCV2a e PCV2b
la variazione di un singolo aminoacido ¢ stata in grado di
abolire lattivita neutralizzante di un anticorpo monoclona-
le contro il genotipo 2b’?, piccole variazioni cumulative nel-
la proteina del capside possono portare alla fuga immunita-
ria indotta da vaccino. Lattuale prevalenza di PCV2d po-
trebbe quindi riflettere la mancanza di una protezione im-
munologica completa da parte dei vaccini attuali contro que-
sto genotipo.

I principali vaccini commerciali disponibili sono allestiti a
partire dal genotipo PCV2a o dalla sua proteina del capside e
sono efficaci nell’'indurre immunita umorale e cellulo-media-
ta contro PCV2a’*”>™, ma sono anche in grado di controllare
I'infezione da PCV2b*. Tuttavia, per quanto i vaccini anti-
PCV2a generalmente prevengano la malattia clinica e riduca-
no la prevalenza del genotipo 2a, potrebbero non ridurre la
prevalenza di PCV2b. E stato infatti dimostrato che la vacci-
nazione omologa nei confronti del genotipo 2b riduce mag-
giormente la viremia rispetto al vaccino eterologo, anche in
presenza di coinfezione PCV2a e PCV2b®. D’altro canto, stu-
di di campo hanno rivelato, sulla base di dati clinici, virologi-
ci ed immunologici, I'efficacia dei vaccini-PCV2a nel conferi-
re adeguata protezione nei confronti di coinfezioni PCV2b e
PCV2d”™. Sembra quindi che i vaccini attualmente disponibi-
li siano adeguati nella prevenzione delle forme cliniche, ma
potrebbero rappresentare una situazione definita come leaky
vaccines. Infatti, al contrario di quelli all-or-none che riduco-
no i tassi d’infezione a zero per una parte di soggetti, indi-
pendentemente dal numero di esposizioni, i leaky vaccines
tendono a ridurre la velocita di trasmissione e il tasso di infe-

zione ma sulla base della variabile del tasso di esposizione:
non conferiscono protezione adeguata in condizioni di espo-
sizione ripetuta e con influenza di altri cofattori®.

Nel genotipo PCV2d ¢ stato riscontrato un aumento della di-
versita genetica nel tempo, tanto che gli isolati identificati di
recente vengono oggi denominati PCV2d27¢. Per far fronte
alla preoccupazione riguardo la possibilita di selezione di
ceppi PCV2 sempre pill geneticamente e antigenicamente di-
vergenti, le strategie vaccinali vanno concentrandosi sull’am-
pliamento dello spettro di protezione del singolo vaccino, af-
finché sia garantita protezione anche nei confronti di geno-
tipi emergenti come PCV2d, e nei confronti del predomi-
nante PCV2b. A questo scopo, alcuni autori’’ hanno mirato
alla riproduzione molecolare del DNA virale mescolando i
geni codificanti per le proteine del capside di 5 sottotipi di
PCV2 geneticamente diversi, al fine di creare un virus chi-
merico che potrebbe indurre un’ampia protezione crociata
contro i diversi genotipi. In uno studio condotto in vivo, il vi-
rus chimerico PCV2-3cl14 ha dimostrato il pit alto livello di
cross neutralizzazione contro i diversi sottotipi; successiva-
mente in uno studio di efficacia contro i ceppi PCV2b e
PCV2d, ¢ stato dimostrato che il vaccino costituito con il vi-
rus chimerico 3cl14 determina una riduzione significativa
della quantita di DNA virale al picco della viremia, nonché
una riduzione della presenza del virus nei tessuti linfoidi;
inoltre le lesioni linfoidi sono risultate ridotte nei gruppi
vaccinati successivamente esposti a PCV2b. La vaccinazione
con virus chimerico ha quindi indotto un’immunita protet-
tiva nei confronti di PCV2b e PCV2d”".

VACCINI ANTI-PCV2 E TIPOLOGIA
DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA

La comparsa di segni clinici ¢ efficacemente controllata dalla
vaccinazione ma, in condizioni di campo, permane il proble-
ma rappresentato dall’insorgenza di infezioni subcliniche
che possono potenzialmente causare effetti negativi quali la
riduzione della risposta immunitaria sistemica, con ripercus-
sioni sulla resistenza allo sviluppo di malattie. In uno studio
condotto per determinare se la sola vaccinazione potesse es-
sere sufficiente per eradicare PCV2 da un allevamento”, la
vaccinazione ripetuta ha ridotto la presenza del virus ma non
¢ stata in grado di eliminarla, e PCV2 ¢ riemerso poco dopo
la sospensione della vaccinazione. I vaccini sono quindi ec-
cellenti per la profilassi ma quelli attualmente disponibili
non sono proteggenti nei confronti dell'infezione®.

La maggior parte dei suini presenta anticorpi specifici contro
PCV2” e, in aziende in cui sono stati diagnosticati casi di
PMWS, la sieroprevalenza & elevata, con concomitante vire-
mia ed escrezione virale®. Tuttavia, i suini con PMWS pre-
sentano titoli inferiori di anticorpi neutralizzanti rispetto
agli animali con infezione subclinica?. Sebbene importanti
da un punto di vista immunitario, gli anticorpi neutralizzan-
ti sono efficaci esclusivamente nei confronti del virus extra-
cellulare e dell’antigene di superficie cellulare. Considerando
tuttavia che PCV2 ¢ un virus privo di envelope ¢ improbabi-
le che la sua proteina capsidica sia espressa sulla superficie
delle cellule infette: le proteine virioniche potrebbero quindi
non rappresentare un bersaglio per la difesa immunitaria
mediata da anticorpi ma sarebbero necessari altri meccani-
smi citotossici®.
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E stato dimostrato che la clearance virale coincide con la
comparsa di cellule secernenti IFN-y (SC) specifiche per
PCV2, prima della comparsa degli anticorpi neutralizzanti
specifici®. Negli animali che resistono allo sviluppo della
malattia si sviluppano risposte immunitarie mediate da cel-
lule T CD4+ e CD8+%, dirette contro le proteine del capsi-
de Cap con produzione di IFN-y-SC, e contro la proteina re-
plicasi Rep codificata dal gene ORF1®'. Cap risulta essere un
buon immunogeno per le cellule T, determinando una ri-
sposta IFN-y-SC maggiore; lo sviluppo di significative ri-
sposte IFN-y contro Rep sembra invece essere correlato al li-
vello di replicazione del virus, essendo rilevato piti frequen-
temente in suini con presenza di lesioni associate a PCV2 e
con presenza di virus nel siero e nei tessuti®'. Linduzione
della risposta cellulo-mediata contro Cap potrebbe dunque
essere di fondamentale importanza per evitare la persisten-
za virale nelle cellule del lignaggio monocitico-macrofagico;
viceversa, poiché Rep e altamente espressa nelle cellule che
supportano la replicazione di PCV2, le risposte cellulari di-
rette a Rep potrebbero essere importanti per limitare la re-
plicazione del virus e prevenire la progressione dell’infezio-
ne verso la PMWS®!,

In uno studio di infezione-vaccinazione controllato, I’analisi
delle risposte delle cellule T antigene-specifiche contro
PCV2, ha permesso di evidenziare che 'induzione di cellule
T CD4+ coproducenti IFN-y/TNF-a da parte di un agente
non replicativo, come P'antigene vaccinale, ¢ associata ad un
passaggio isotipico da IgM a IgG, ed esplica una funzione di
supporto per la produzione di anticorpi. Contrariamente
agli anticorpi specifici contro PCV2, queste cellule sono sta-
te indotte in tutti i suini vaccinati, che sono risultati protetti
dalla viremia; cio a supporto dell’ipotesi che queste cellule T
produttrici di citochine svolgono un ruolo importante nella
protezione nei confronti di PCV2%2, E emerso inoltre che le
cellule T di memoria specifica dell’antigene persistono a lun-
go termine dopo l'infezione/vaccinazione, e sono in grado di
espandersi rapidamente dopo il richiamo e riconoscimento
dell’antigene, riuscendo cosi a contrastare rapidamente I'in-
fezione da PCV2¥.

Nonostante il successo della vaccinazione, la maggior parte
della popolazione suina & ancora cronicamente infetta da
PCV2%, Attualmente, i vaccini anti-PCV2 sono ampiamente
utilizzati ma, poiché non inducono un’immunita protettiva
nei confronti dell’infezione, il virus continua a circolare an-
che nelle aziende suinicole che applicano la vaccinazione®.
E stato dimostrato che vi sono differenze quantitative nel-
I'induzione del’immunita cellulo-mediata e umorale tra le
diverse tipologie di vaccini commerciali registrati per l'uso
sui suinetti: il vaccino allestito con virus chimerico
PCV1/PCV2 determina la produzione di proporzioni relati-
ve piu elevate di cellule CD4+ e livelli piu elevati di risposta
IFN-y-SC e NA rispetto ai due vaccini a subunita, e si ritiene
che la differenza nelle risposte immunitarie possa essere do-
vuta a differenze nella composizione degli antigeni o al tipo
di adiuvanti usati nella formulazione dei prodotti. Lo stesso
antigene Cap in formulazione con diversi adiuvanti determi-
na risposte simili nei suinetti vaccinati con i due vaccini a su-
bunita, e questo suggerisce che il tipo antigenico, piuttosto
che il tipo di adiuvante, puo essere I’elemento critico nella ri-
sposta immunitaria®.

La proteina del capside ¢ il determinante antigenico princi-
pale del virus, verso cui sono dirette le risposte del sistema

immunitario; risulta essere quindi sottoposta ad elevata
pressione selettiva, come osservato dal piu alto tasso di mu-
tazione nel gene che la codifica’®®. La risposta del sistema
immunitario nei confronti di PCV2 ¢ generata dall’equili-
brio tra risposte umorali e cellulo-mediate’>” ed & stato di-
mostrato®' come nello sviluppo di una risposta cellulo-me-
diata nei confronti di PCV2 siano coinvolte la proteina Cap
e la proteina Rep codificate dai geni ORF1 e ORF2 del virus:
da cio I'importanza di comprendere la caratterizzazione del-
le regioni antigeniche e immunogeniche della proteina Cap-
PCV2, che puo contribuire al miglioramento delle formula-
zioni vaccinali®.

Gli epitopi immunodominanti della proteina del capside di
PCV2, costituita di 233 residui, inizialmente sono stati indi-
viduati come localizzati nei residui aminoacidici 65-87, 113-
139, 168-183 e presso gli ultimi 4 aminoacidi dell’estremita
carbossi-terminale della proteina®. Nel corso degli anni si
sono susseguiti numerosi studi per la caratterizzazione delle
regioni epitopiche del Cap-PCV2. Nello studio di Santos et
al.®, Pevidenza di risposta immunitaria Th1 e Th2 nel mo-
dello topo in seguito a stimolazione con i nuovi siti antigeni-
ci rilevati, seguita dalla convalida mediante test ELISA su sie-
ro di suino, mostra come il sito antigenico rilevato possa es-
sere importante durante 'infezione da PCV?2, e potrebbe es-
sere utile come obiettivo per la progettazione futura di nuo-
vi antigeni ricombinanti, al fine di migliorare 'efficacia del-
le risposte vaccinali.

Per migliorare 'efficacia dei vaccini, altre ricerche si stanno
concentrando sullo studio di coniugazione degli antigeni con
adiuvanti diversi da quelli presenti nei vaccini commerciali; &
il caso dello studio di una formulazione vaccinale mediante
coniugazione covalente di vaccino inattivato-PCV2 con oli-
gosaccaridi di chitosano (COS), che hanno mostrato versatili
funzioni biologiche tra cui quella immunostimolante®.

Allo stesso modo, alcuni autori®®, propongono 'utilizzo di
citochine (IL-2 e IL-4/6), molecole regolatorie chiave delle
funzioni immunitarie in termini di coordinazione delle ri-
sposte cellulari Th1 e Th2, come coadiuvanti nel determi-
nare una risposta immunitaria proteggente e completa. I ri-
sultati dello studio confermano I'importante ruolo proteg-
gente della risposta cellulo-mediata, dal momento che il
vaccino sperimentale PCV2+IL4/6-2 non ha migliorato
tanto la risposta immunitaria umorale quanto quella cellu-
lare: i livelli di anticorpi specifici per PCV?2 indotti dal vac-
cino PCV2+IL4/6-2 risultano simili a quelli ottenuti con
vaccini tradizionali; al contrario, il miglioramento delle ri-
sposte immunitarie in seguito alla vaccinazione sperimen-
tale ¢ caratterizzato da un significativo aumento della ri-
sposta Thl, con incremento dell’espressione di cellule
CD4+, CD8+, IL-2 e TNF-o e aumento dell’espressione di
geni correlati, come quelli dei TLR, ad evidenziare un
rafforzamento concomitante dell’immunitd innata, oltre
che di quella adattativa®.

CONCLUSIONI

Con I'avvento della vaccinazione, sia 'incidenza sia la gravita
delle porcine circovirus diseases (PCVD) si & fortemente ri-
dotta. Tuttavia, i vaccini attualmente disponibili non sono in
grado di prevenire le infezioni subcliniche che rappresenta-
no attualmente il problema principale sia in termini di ridu-
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zione della produttivita degli animali sia in termini di inte-
razione sinergica con altri patogeni aziendali.

Lo studio e la comprensione dell’interazione tra PCV2 e si-
stema immunitario e dei meccanismi alla base dello svilup-
po di una risposta immunitaria proteggente, sono i neces-
sari presupposti per la sperimentazione di nuove formula-
zioni vaccinali. L'obiettivo per il prossimo futuro sara quel-
lo di rendere disponibili dei vaccini che siano in grado di ri-
durre non solo 'espressione clinica delle PCVD ma che
possano garantire anche una significativa riduzione della
prevalenza di infezioni subcliniche, aprendo cosi la strada
alla concreta possibilita di eradicazione di PCV2 dalle
aziende suinicole.

1 Interaction between PCV2
and immune system.
What changed after the
introduction of vaccination

SUMMARY

Porcine circovirus diseases (PCVD) are important causes of
economic losses in intensive pig farming. Porcine circovirus
type 2 (PCV2) causes systemic (post-weaning multisystemic
wasting syndrome - PMWS) and localized (respiratory, en-
teric, dermatitis-nephritis and reproductive) diseases and is
also responsible for subclinical forms of infection causing re-
duction of average daily gain, growth retardation and in-
creased susceptibility to other infections. For these reasons,
PCV2 infection control is an international priority. In recent
years, the availability of safe and effective vaccines has made
it possible to reduce the incidence and severity of clinical
forms, in particular PMWS, to increase the productivity of
growing animals and to improve the reproduction parame-
ters of sows. However, despite the successes of vaccination,
most of the pig population is still PCV2 chronically infected,
even in farms that use indirect prophylaxis plans. In addi-
tion, available vaccines are not able to prevent subclinical in-
fections that are currently the main health problem. In sub-
clinical infections, function loss of the natural interferon-
producing cells (NIPC) and downregulation of TNF-a and
IFN-a take place. These changes allow an altered balance of
pro-inflammatory, pro-immune and regulatory cytokines
that result in the upregulation of IL-10 and down-regulation
IFN-y. The effect is the inefficiency in triggering of an ade-
quate innate pro-inflammatory response, impairment of the
recognition of viral and bacterial associated signals, and con-
sequently impairment of the T and B cell responses. Due to
these interactions between PCV2 and the immune system,
an impairment of both innate and adaptive responses allow
the occurrence of subclinical infections that are responsible
for severe economic consequences. This impairment of in-
nate and adaptive defenses also explains the role played by
PCV2 in coinfections. The anti-PCV2 vaccination can there-
fore, indirectly, improve the health status also against other
pathogens reducing, for example, the incidence of the of
porcine respiratory diseases complex (PRDC). Furthermore,
in farms where PCV2 and PRRSV are circulating simultane-
ously, vaccination against PCV2 increases the effectiveness of
the anti-PRRSV vaccine. The understanding of the interac-
tion between PCV2 and the immune system and the mecha-
nisms underlying the development of a protective immune

response are the necessary prerequisites for the testing of
new vaccine formulations. The goal for the near future will
be to make available vaccines that can not only decrease the
clinical expression of PCVD, but also guarantee a significant
reduction in the prevalence of subclinical infections, thus
paving the way for the concrete possibility of eradication of
PCV2 from pig farms.
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Swine; PCV2; PCVD; immune system; vaccination.

Bibliografia

1. Segales J., Kekarainen T., Cortey M. (2013). The natural history of por-
cine circovirus type 2: from an inoffensive virus to a devastating swine
disease? Vet Microbiol, 165: 13-20.

2. Patterson A.R. Opriessnig T. (2010). Epidemiology and horizontal
transmission of porcine circovirus type 2 (PCV2). Anim Health Res
Rev, 11: 217-34.

3. Albina E., Truong C., Hutet E., Blanchard P., Cariolet R., U'Hospitalier
R., Mahe D., Allee C., Morvan H., Amenna N., Le Dimna M., Madec E,
Jestin A. (2001). An experimental model for post-weaning multisyste-
mic wasting syndrome (PMWS) in growing piglets. ] Comp Pathol,
125: 292-303.

4. Fort M., Sibila M., Allepuz A., Mateu E., Roerink E, Segales J. (2008).
Porcine circovirus type 2 (PCV2) vaccination of conventional pigs pre-
vents viremia against PCV2 isolates of different genotypes and geo-
graphic origins. Vaccine, 26: 1063-71.

5. Cline G., Wilt V., Diaz E., Edler R. (2008). Efficacy of immunising pigs
against porcine circovirus type 2 at three or six weeks of age. Vet Rec,
163: 737-40.

6. Fachinger V., Bischoff R., Jedidia S.B., Saalmuller A., Elbers K. (2008).
The effect of vaccination against porcine circovirus type 2 in pigs suf-
fering from porcine respiratory disease complex. Vaccine, 26: 1488-99.

7. Segales J., Urniza A., Alegre A., Bru T., Crisci E., Nofrarias M., Lopez-
Soria S., Balasch M., Sibila M., Xu Z., Chu H.J., Fraile L., Plana-Duran
J. (2009). A genetically engineered chimeric vaccine against porcine cir-
covirus type 2 (PCV2) improves clinical, pathological and virological
outcomes in postweaning multisystemic wasting syndrome affected
farms. Vaccine, 27: 7313-21.

8. Kurmann J., Sydler T., Brugnera E., Buergi E., Haessig M., Suter M.,
Sidler X. (2011). Vaccination of dams increases antibody titer and im-
proves growth parameters in finisher pigs subclinically infected with
porcine circovirus type 2. Clin Vaccine Immunol, 18: 1644-9.

9. Gerber P.F, Garrocho EM., Lana A.M., Lobato Z.1. (2011). Serum an-
tibodies and shedding of infectious porcine circovirus 2 into colostrum
and milk of vaccinated and unvaccinated naturally infected sows. Vet J,
188: 240-2.

10. Meng X.J. (2013). Porcine circovirus type 2 (PCV2): pathogenesis and
interaction with the immune system. Annu Rev Anim Biosci, 1: 43-64.

11. Chianini E, Majo N., Segales J., Dominguez J., Domingo M. (2003).
Immunohistochemical characterisation of PCV2 associate lesions in
lymphoid and non-lymphoid tissues of pigs with natural postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS). Vet Immunol Immuno-
pathol, 94: 63-75.

12. Sarli G., Mandrioli L., Laurenti M., Sidoli L., Cerati C., Rolla G., Mar-
cato P.S. (2001). Immunohistochemical characterisation of the lymph
node reaction in pig post-weaning multisystemic wasting syndrome
(PMWS). Vet Immunol Immunopathol, 83: 53-67.

13. Marruchella G., Valbonetti L., Bernabo N., Ligios C. (2017). Depletion
of follicular dendritic cells in tonsils collected from PMWS-affected
pigs. Arch Virol, 162: 1281-1287.

14. Darwich L., Segales J., Domingo M., Mateu E. (2002). Changes in
CD4(+), CD8(+), CD4(+) CD8(+), and immunoglobulin M-positive
peripheral blood mononuclear cells of postweaning multisystemic wa-
sting syndrome-affected pigs and age-matched uninfected wasted and
healthy pigs correlate with lesions and porcine circovirus type 2 load in
lymphoid tissues. Clin Diagn Lab Immunol, 9: 236-42.

15. Mandrioli L., Sarli G., Panarese S., Baldoni S., Marcato P.S. (2004).
Apoptosis and proliferative activity in lymph node reaction in po-
stweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS). Vet Immunol
Immunopathol, 97: 25-37.

16. Gilpin D.E, McCullough K., Meehan B.M., McNeilly E.,, McNair 1., Ste-
venson L.S., Foster J.C., Ellis J.A., Krakowka S., Adair B.M., Allan G.M.



198

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Interazione tra PCV2 e sistema immunitario. Cosa € cambiato dopo I'introduzione della profilassi vaccinale

(2003). In vitro studies on the infection and replication of porcine cir-
covirus type 2 in cells of the porcine immune system. Vet Immunol Im-
munopathol, 94: 149-61.

Steiner E., Balmelli C., Herrmann B., Summerfield A., McCullough K.
(2008). Porcine circovirus type 2 displays pluripotency in cell targeting.
Virology, 378: 311-22.

Vincent L.E., Balmelli C., Meehan B., Allan G., Summerfield A., McCul-
lough K.C. (2007). Silencing of natural interferon producing cell acti-
vation by porcine circovirus type 2 DNA. Immunology, 120: 47-56.
Vincent LE., Carrasco C.P., Guzylack-Piriou L., Herrmann B., McNeil-
ly E, Allan G.M., Summerfield A., McCullough K.C. (2005). Subset-de-
pendent modulation of dendritic cell activity by circovirus type 2. Im-
munology, 115: 388-98.

Balmelli C., Steiner E., Moulin H., Peduto N., Herrmann B., Summer-
field A., McCullough K. (2011). Porcine circovirus type 2 DNA in-
fluences cytoskeleton rearrangements in plasmacytoid and monocyte-
derived dendritic cells. Immunology, 132: 57-65.

Darwich L. Mateu E. (2012). Immunology of porcine circovirus type 2
(PCV2). Virus Res, 164: 61-7.

Grau-Roma L., Hjulsager C.K., Sibila M., Kristensen C.S., Lopez-Soria
S., Enoe C., Casal J., Botner A., Nofrarias M., Bille-Hansen V., Fraile L.,
Baekbo P, Segales J., Larsen L.E. (2009). Infection, excretion and sero-
conversion dynamics of porcine circovirus type 2 (PCV2) in pigs from
post-weaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) affected
farms in Spain and Denmark. Vet Microbiol, 135: 272-82.

Okuda Y., Ono M., Yazawa S., Shibata 1. (2003). Experimental repro-
duction of postweaning multisystemic wasting syndrome in cesarean-
derived, colostrum-deprived piglets inoculated with porcine circovirus
type 2 (PCV2): investigation of quantitative PCV2 distribution and an-
tibody responses. ] Vet Diagn Invest, 15: 107-14.

Mclntosh K.A., Harding J.C., Ellis J.A., Appleyard G.D. (2006). Detec-
tion of Porcine circovirus type 2 viremia and seroconversion in natu-
rally infected pigs in a farrow-to-finish barn. Can J Vet Res, 70: 58-61.
Segales J. (2015). Best practice and future challenges for vaccination
against porcine circovirus type 2. Expert Rev Vaccines, 14: 473-87.
Fort M., Olvera A., Sibila M., Segales J., Mateu E. (2007). Detection of
neutralizing antibodies in postweaning multisystemic wasting syndro-
me (PMWS)-affected and non-PMWS-affected pigs. Vet Microbiol,
125: 244-55.

Meerts P., Misinzo G., Lefebvre D., Nielsen J., Botner A., Kristensen
C.S., Nauwynck H.J. (2006). Correlation between the presence of neu-
tralizing antibodies against porcine circovirus 2 (PCV2) and protection
against replication of the virus and development of PCV2-associated
disease. BMC Vet Res, 2: 6.

Afghah Z., Webb B., Meng X.J., Ramamoorthy S. (2017). Ten years of
PCV2 vaccines and vaccination: Is eradication a possibility? Vet Micro-
biol, 206: 21-28.

Borghetti P, Morganti M., Saleri R., Ferrari L., De Angelis E., Cavalli V.,
Cacchioli A., Corradi A., Martelli P. (2013). Innate pro-inflammatory
and adaptive immune cytokines in PBMC of vaccinated and unvacci-
nated pigs naturally exposed to porcine circovirus type 2 (PCV2) in-
fection vary with the occurrence of the disease and the viral burden. Vet
Microbiol, 163: 42-53.

Kekarainen T., Montoya M., Mateu E., Segales J. (2008). Porcine circo-
virus type 2-induced interleukin-10 modulates recall antigen respon-
ses. ] Gen Virol, 89: 760-5.

Darwich L., Segales J., Resendes A., Balasch M., Plana-Duran J., Mateu
E. (2008). Transient correlation between viremia levels and IL-10 ex-
pression in pigs subclinically infected with porcine circovirus type 2
(PCV2). Res Vet Sci, 84: 194-8.

Yue E, Cheng A., Zhu Y,, Li P,, Zhang Y., Sun G., Wang M., Wang X.
(2015). Overexpression of programmed death ligands in naturally oc-
curring postweaning multisystemic wasting syndrome. Viral Immunol,
28:101-6.

Richmond O., Cecere T.E., Erdogan E., Meng X.J., Pineyro P, Subra-
maniam S., Todd S.M., LeRoith T. (2015). PD-L1 expression is increa-
sed in monocyte derived dendritic cells in response to porcine circovi-
rus type 2 and porcine reproductive and respiratory syndrome virus in-
fections. Vet Immunol Immunopathol, 168: 24-9.

Fort M., Sibila M., Perez-Martin E., Nofrarias M., Mateu E., Segales J.
(2009). One dose of a porcine circovirus 2 (PCV2) sub-unit vaccine ad-
ministered to 3-week-old conventional piglets elicits cell-mediated im-
munity and significantly reduces PCV2 viremia in an experimental
model. Vaccine, 27: 4031-7.

Meerts P, Van Gucht S., Cox E., Vandebosch A., Nauwynck H.J. (2005).
Correlation between type of adaptive immune response against porci-
ne circovirus type 2 and level of virus replication. Viral Immunol, 18:
333-41.

Opriessnig T. Halbur P.G. (2012). Concurrent infections are important

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

for expression of porcine circovirus associated disease. Virus Res, 164:
20-32.

Krakowka S., Ellis J.A., McNeilly E, Ringler S., Rings D.M., Allan G.
(2001). Activation of the immune system is the pivotal event in the pro-
duction of wasting disease in pigs infected with porcine circovirus-2
(PCV-2). Vet Pathol, 38: 31-42.

Hoogland M.]., Opriessnig T., Halbur P.G. (2006). Effects of adjuvants
on porcine circovirus type 2-associated lesions. Journal of swine Health
and Production, 14: 7.

Sibila M., Calsamiglia M., Segales J., Blanchard P., Badiella L., Le Dim-
na M., Jestin A., Domingo M. (2004). Use of a polymerase chain reac-
tion assay and an ELISA to monitor porcine circovirus type 2 infection
in pigs from farms with and without postweaning multisystemic wa-
sting syndrome. Am J Vet Res, 65: 88-92.

Rose N., Opriessnig T., Grasland B., Jestin A. (2012). Epidemiology
and transmission of porcine circovirus type 2 (PCV2). Virus Res, 164:
78-89.

Sinha A., Shen H.G., Schalk S., Beach N.M., Huang Y.W., Meng X.J.,
Halbur P.G., Opriessnig T. (2011). Porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) influences infection dynamics of porcine cir-
covirus type 2 (PCV2) subtypes PCV2a and PCV2b by prolonging
PCV2 viremia and shedding. Vet Microbiol, 152: 235-46.

Martin H., Le Potier M.E,, Maris P. (2008). Virucidal efficacy of nine
commercial disinfectants against porcine circovirus type 2. Vet J, 177:
388-93.

Andraud M., Rose N., Grasland B., Pierre J.S., Jestin A., Madec E.
(2009). Influence of husbandry and control measures on porcine cir-
covirus type 2 (PCV-2) dynamics within a farrow-to-finish pig farm: a
modelling approach. Prev Vet Med, 92: 38-51.

Maes D., Van Soom A., Appeltant R., Arsenakis I., Nauwynck H. (2016).
Porcine semen as a vector for transmission of viral pathogens. Therio-
genology, 85: 27-38.

Chae C. (2012). Commercial porcine circovirus type 2 vaccines: effi-
cacy and clinical application. Vet J, 194: 151-7.

Karuppannan A.K. Opriessnig T. (2017). Porcine Circovirus Type 2
(PCV2) Vaccines in the Context of Current Molecular Epidemiology.
Viruses, 9.

Ellis J. (2014). Porcine circovirus: a historical perspective. Vet Pathol,
51:315-27.

Alarcon P, Rushton J., Nathues H., Wieland B. (2013). Economic effi-
ciency analysis of different strategies to control post-weaning multi-sy-
stemic wasting syndrome and porcine circovirus type 2 subclinical in-
fection in 3-weekly batch system farms. Prev Vet Med, 110: 103-18.
Beach N.M. Meng X.J. (2012). Efficacy and future prospects of com-
mercially available and experimental vaccines against porcine circovi-
rus type 2 (PCV2). Virus Res, 164: 33-42.

Fraile L., Grau-Roma L., Sarasola P, Sinovas N., Nofrarias M., Lopez-
Jimenez R., Lopez-Soria S., Sibila M., Segales J. (2012). Inactivated
PCV2 one shot vaccine applied in 3-week-old piglets: improvement of
production parameters and interaction with maternally derived immu-
nity. Vaccine, 30: 1986-92.

Dvorak C.M., Yang Y., Haley C., Sharma N., Murtaugh M.P. (2016). Na-
tional reduction in porcine circovirus type 2 prevalence following in-
troduction of vaccination. Vet Microbiol, 189: 86-90.

Ostanello E., Caprioli A., Di Francesco A., Battilani M., Sala G., Sarli G.,
Mandrioli L., McNeilly E, Allan G.M., Prosperi S. (2005). Experimental
infection of 3-week-old conventional colostrum-fed pigs with porcine
circovirus type 2 and porcine parvovirus. Vet Microbiol, 108: 179-86.
Dvorak C.M.T., Payne B.J., Seate J.L., Murtaugh M.P. (2018). Effect of
Maternal Antibody Transfer on Antibody Dynamics and Control of
Porcine Circovirus Type 2 Infection in Offspring. Viral Immunol, 31:
40-46.

Pejsak Z., Podgorska K., Truszczynski M., Karbowiak P., Stadejek T.
(2010). Efficacy of different protocols of vaccination against porcine
circovirus type 2 (PCV2) in a farm affected by postweaning multisyste-
mic wasting syndrome (PMWS). Comp Immunol Microbiol Infect Dis,
33:el-5.

Pejsak Z., Kusior G., Pomorska-Mol M., Podgorska K. (2012). Influen-
ce of long-term vaccination of a breeding herd of pigs against PCV2 on
reproductive parameters. Pol J Vet Sci, 15: 37-42.

Oropeza-Moe M., Oropeza Delgado A.J., Framstad T. (2017). Porcine
circovirus type 2 associated reproductive failure in a specific pathogen
free (SPF) piglet producing herd in Norway: a case report. Porcine
Health Manag, 3: 25.

Opriessnig T., Patterson A.R., Madson D.M., Pal N., Ramamoorthy S.,
Meng X.J., Halbur P.G. (2010). Comparison of the effectiveness of pas-
sive (dam) versus active (piglet) immunization against porcine circovi-
rus type 2 (PCV2) and impact of passively derived PCV2 vaccine-in-
duced immunity on vaccination. Vet Microbiol, 142: 177-83.



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

G. D’Annunzio et al. Large Animal Review 2019; 25: 187-199

Feng H., Segales J., Fraile L., Lopez-Soria S., Sibila M. (2016). Effect of
high and low levels of maternally derived antibodies on porcine circo-
virus type 2 (PCV2) infection dynamics and production parameters in
PCV2 vaccinated pigs under field conditions. Vaccine, 34: 3044-3050.
OhY,, Seo H.W,, Park C., Chae C. (2014). Comparison of sow and/or
piglet vaccination of 3 commercial porcine circovirus type 2 (PCV2)
single-dose vaccines on pigs under experimental PCV2 challenge. Vet
Microbiol, 172: 371-80.

Seo H.W,, Lee J., Han K., Park C., Chae C. (2014). Comparative analy-
ses of humoral and cell-mediated immune responses upon vaccination
with different commercially available single-dose porcine circovirus ty-
pe 2 vaccines. Res Vet Sci, 97: 38-42.

Chae C. (2016). Porcine respiratory disease complex: Interaction of vac-
cination and porcine circovirus type 2, porcine reproductive and respira-
tory syndrome virus, and Mycoplasma hyopneumoniae. Vet J, 212: 1-6.
Opriessnig T., Madson D.M., Prickett J.R., Kuhar D., Lunney J.K., Else-
ner J., Halbur P.G. (2008). Effect of porcine circovirus type 2 (PCV2)
vaccination on porcine reproductive and respiratory syndrome virus
(PRRSV) and PCV2 coinfection. Vet Microbiol, 131: 103-14.

Park C., Seo H-W., Park S.J., Han K., Chae C. (2014). Comparison of por-
cine circovirus type 2 (PCV2)-associated lesions produced by co-infec-
tion between two genotypes of PCV2 and two genotypes of porcine re-
productive and respiratory syndrome virus. ] Gen Virol, 95: 2486-94.
Park C., OhY., Seo H.W., Han K., Chae C. (2013). Comparative effects
of vaccination against porcine circovirus type 2 (PCV2) and porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) in a PCV2-
PRRSV challenge model. Clin Vaccine Immunol, 20: 369-76.

Martelli P., Ardigo P, Ferrari L., Morganti M., De Angelis E., Bonilauri
P, Luppi A., Guazzetti S., Caleffi A., Borghetti P. (2013). Concurrent
vaccinations against PCV2 and PRRSV: study on the specific immunity
and clinical protection in naturally infected pigs. Vet Microbiol, 162:
558-71.

Seo H.W., Park S.J., Park C., Chae C. (2014). Interaction of porcine cir-
covirus type 2 and Mycoplasma hyopneumoniae vaccines on dually in-
fected pigs. Vaccine, 32: 2480-6.

Xiao C.T., Harmon K.M., Halbur P.G., Opriessnig T. (2016). PCV2d-2
is the predominant type of PCV2 DNA in pig samples collected in the
U.S. during 2014-2016. Vet Microbiol, 197: 72-77.

Lv Q.Z., Guo K.K., Zhang Y.M. (2014). Current understanding of ge-
nomic DNA of porcine circovirus type 2. Virus Genes, 49: 1-10.
Opriessnig T., O’Neill K., Gerber P.E, de Castro A.M., Gimenez-Liro-
la L.G., Beach N.M., Zhou L., Meng X.J., Wang C., Halbur P.G. (2013).
A PCV2 vaccine based on genotype 2b is more effective than a 2a-ba-
sed vaccine to protect against PCV2b or combined PCV2a/2b viremia
in pigs with concurrent PCV2, PRRSV and PPV infection. Vaccine,
31: 487-94.

Franzo G., Tucciarone C.M., Dotto G., Gigli A., Ceglie L., Drigo M.
(2015). International trades, local spread and viral evolution: the case
of porcine circovirus type 2 (PCV2) strains heterogeneity in Italy. In-
fect Genet Evol, 32: 409-15.

Kekarainen T., Gonzalez A., Llorens A., Segales J. (2014). Genetic varia-
bility of porcine circovirus 2 in vaccinating and non-vaccinating com-
mercial farms. ] Gen Virol, 95: 1734-42.

Huang L.P,, Lu Y.H., Wei Y.W,, Guo L.J,, Liu C.M. (2011). Identification
of one critical amino acid that determines a conformational neutrali-
zing epitope in the capsid protein of porcine circovirus type 2. BMC
Microbiol, 11: 188.

Kekarainen T., McCullough K., Fort M., Fossum C., Segales J., Allan
G.M. (2010). Immune responses and vaccine-induced immunity
against Porcine circovirus type 2. Vet Immunol Immunopathol, 136:
185-93.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

199

Fort M., Sibila M., Nofrarias M., Perez-Martin E., Olvera A., Mateu E.,
Segales J. (2012). Evaluation of cell-mediated immune responses again-
st porcine circovirus type 2 (PCV2) Cap and Rep proteins after vacci-
nation with a commercial PCV2 sub-unit vaccine. Vet Immunol Im-
munopathol, 150: 128-32.

Jeong J., Park C., Choi K., Chae C. (2015). Comparison of three com-
mercial one-dose porcine circovirus type 2 (PCV2) vaccines in a herd
with concurrent circulation of PCV2b and mutant PCV2b. Vet Micro-
biol, 177: 43-52.

Xiao C.T., Halbur P.G., Opriessnig T. (2015). Global molecular genetic
analysis of porcine circovirus type 2 (PCV2) sequences confirms the
presence of four main PCV2 genotypes and reveals a rapid increase of
PCV2d. ] Gen Virol, 96: 1830-41.

Matzinger S.R., Opriessnig T., Xiao C.T., Catanzaro N., Beach N.M.,
Slade D.E., Nitzel G.P., Meng X.J. (2016). A chimeric virus created by
DNA shuffling of the capsid genes of different subtypes of porcine cir-
covirus type 2 (PCV2) in the backbone of the non-pathogenic PCV1
induces protective immunity against the predominant PCV2b and the
emerging PCV2d in pigs. Virology, 498: 82-93.

Feng H., Blanco G., Segales J., Sibila M. (2014). Can Porcine circovirus
type 2 (PCV2) infection be eradicated by mass vaccination? Vet Micro-
biol, 172: 92-9.

Velasova M., Alarcon P., Werling D., Nevel A., Wieland B. (2013). Effec-
tiveness of porcine circovirus type 2 vaccination in reducing the seve-
rity of post-weaning multisystemic wasting syndrome in pigs. Vet J,
197: 842-7.

Steiner E., Balmelli C., Gerber H., Summerfield A., McCullough K.
(2009). Cellular adaptive immune response against porcine circovirus
type 2 in subclinically infected pigs. BMC Vet Res, 5: 45.

Fort M., Sibila M., Nofrarias M., Perez-Martin E., Olvera A., Mateu E.,
Segales J. (2010). Porcine circovirus type 2 (PCV2) Cap and Rep pro-
teins are involved in the development of cell-mediated immunity upon
PCV2 infection. Vet Immunol Immunopathol, 137: 226-34.

Koinig H.C., Talker S.C., Stadler M., Ladinig A., Graage R., Ritzmann
M., Hennig-Pauka I., Gerner W., Saalmuller A. (2015). PCV2 vaccina-
tion induces IFN-gamma/TNF-alpha co-producing T cells with a po-
tential role in protection. Vet Res, 46: 20.

Ferrari L., Borghetti P., De Angelis E., Martelli P. (2014). Memory T cell
proliferative responses and IFN-gamma productivity sustain long-la-
sting efficacy of a Cap-based PCV2 vaccine upon PCV2 natural infec-
tion and associated disease. Vet Res, 45: 44.

Kekarainen T. Segales J. (2015). Porcine circovirus 2 immunology and
viral evolution. Porcine Health Manag, 1: 17.

Santos M.R., Assao V.S., Santos FA.A., Salgado R.L., Carneiro A.P,,
Fietto J.L.R., Bressan G.C., de Almeida M.R., Lobato Z.I.P., Ueira-Vei-
ra C., Goulart L.R., Silva-Junior A. (2018). Utilization of phage di-
splay to identify antigenic regions in the PCV2 capsid protein for the
evaluation of serological responses in mice and pigs. Arch Virol, 163:
1877-1887.

Lekcharoensuk P., Morozov I., Paul P.S., Thangthumniyom N.,
Wajjawalku W., Meng X.J. (2004). Epitope mapping of the major capsid
protein of type 2 porcine circovirus (PCV2) by using chimeric PCV1
and PCV2. ] Virol, 78: 8135-45.

Zhang G., Cheng G, Jia P, Jiao S., Feng C., Hu T., Liu H.,, Du Y. (2017).
The Positive Correlation of the Enhanced Immune Response to PCV2
Subunit Vaccine by Conjugation of Chitosan Oligosaccharide with the
Deacetylation Degree. Mar Drugs, 15.

Chen Y., Song T., Xiao Y.L., Wan X,, Yang L., Li J., Zeng G., Fang P,
Wang Z.Z., Gao R. (2018). Enhancement of immune response of pi-
glets to PCV-2 vaccine by porcine IL-2 and fusion IL-4/6 gene entrap-
ped in chitosan nanoparticles. Res Vet Sci, 117: 224-232.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Europe ISO Coated FOGRA27)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket true
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.00000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName <FEFF0068007400740070003a002f002f007700770077002e0063006f006c006f0072002e006f00720067ffff>
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /ITA ([Basato su 'PDF Check & Correct'] )
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks true
      /AddColorBars true
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        8.503940
        8.503940
        8.503940
        8.503940
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([Alta risoluzione])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 6
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
  /SyntheticBoldness 1.000000
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [822.047 595.276]
>> setpagedevice




