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Summary

Marek’s disease (MD) is a lymphoproliferative disease of chickens spread through-
out the world caused by Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2). Production losses
resulting from clinical disease and MD-associated condemnation have been sig-
nificantly reduced since the introduction of vaccination. A vaccination program,
including the recombinant vaccine strain RN1250 (Prevexxion® RN), CVI988/
Rispens and HVT, was applied in 5 groups of broiler breeders in the pullet phase
of an industrial farm. Longitudinal field studies were performed sampling environ-
mental dust, feathers and spleens, collected from 1 to 19 weeks of age to detect
GaHV-2 vaccines and/or field strains. The study revealed the uptake of the RN1250
vaccine strain, demonstrated by the detection of the vaccine virus in feathers and in
spleens from the first to the fourth week post-vaccination. Circulation of a virulent
field GaHV-2 strain was observed from the 14" week of age not associated with
the presence of clinical outbreaks of MD, revealing the efficacy of the vaccination
plan applied.

INTRODUZIONE

La malattia di Marek (MD) ¢ una patologia neoplastica a carattere linfoprolifera-
tivo del pollo causata dal Gallid alphaherpesvirus 2 (GaHV-2 anche denomina-
to MDYV, che determina ingenti perdite economiche nel settore avicolo in tutto il
mondo (Schat e Nair, 2013).

Gli ospiti recettivi si infettano tramite inalazione di particelle virali presenti nei
detriti delle cellule epiteliali dei follicoli delle penne desquamate contenute nella
polvere ambientale (Carrozza et al., 1973); il virus puo permanere vitale ed infet-
tante nelle polveri per diversi mesi (Jurajda e Klimes, 1970).

Negli allevamenti di ovaiole e riproduttori pesanti italiani circolano ceppi ad ele-
vata virulenza (VMDYV o vwMDYV) in grado di determinare la forma acuta della
malattia, caratterizzata da linfomi viscerali (Mescolini et al., 2019).

Le manifestazioni cliniche della malattia vengono tenute sotto controllo dalla vac-
cinazione con vaccini vivi attenuati che tuttavia vengono definiti “imperfetti” poi-
ché non sono in grado di prevenire 1’infezione (Read et al., 2015). I vaccini impie-
gati piu largamente in Italia sono il ceppo CVI988/Rispens (attenuato a partire da
un ceppo di campo di GaHV-2) e I’herpesvirus del tacchino (HVT), appartenente
alla specie Meleagrid alphaherpesvirus 1, naturalmente apatogena per il pollo.
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Recentemente ¢ stato messo in commercio il vaccino ricombinante RN1250 (Pre-
vexxion® RN, Boehringer Ingelheim Animal Health), costituito dal ceppo virale
CVI988/Rispens in cui sono state inserite sequenze genomiche del ceppo Md5
(vwwMDV) di GaHV-2, e del ceppo RM1 (vMDYV); oltre ai segmenti Long Terminal
Repeats (LTR) derivati dal retrovirus della Reticoloendoteliosi (REV).

Per valutare la cinetica del vaccino ricombinate RN1250 e verificare I’efficacia di
un piano vaccinale che include RN1250, CVI988/Rispens e HVT, ¢ stato svolto
uno studio longitudinale di campo in cinque gruppi di riproduttori pesanti. Penne,
milze e polveri ambientali sono stati testati mediante protocolli molecolari speci-
fici per GaHV-2 e RN1250.

MATERIALI E METODI

Riproduttori pesanti oggetto dello studio e campionamento

Sono stati effettuati studi longitudinali in 5 gruppi di riproduttori pesanti di un
allevamento industriale in cui in passato si erano verificati focolai di MD acuta in
fase di deposizione.

Per il controllo della Malattia di Marek i gruppi erano stati vaccinati nei primi
giorni di vita come indicato in Tabella 1.

Tabella 1. Programma vaccinale per MD nei gruppi oggetto di indagine.

ETA’ E VIA DI SOMMINISTRAZIONE | VACCINI

18° giorno di incubazione - /n ovo Ceppo CVI988/Rispens + HVT
1 giorno di eta — sottocutanea Ceppo CVI988/Rispens + HVT
2 giorni di eta — sottocutanea Ceppo RN1250 (Prevexxion RN) e vHVT-IBD

(Vaxxitek HVT+IBD), Boheringer Ingelheim

Il programma di vaccinazione, rispetto ai cicli d’allevamento precedenti, ha so-
stituito I’impiego dei ceppi vaccinali CVI988/Rispens ¢ HVT con i vaccini Pre-
vexxion RN e Vaxxitek HVT + IBD (Boehringer Ingelheim).

Dalla 1? alla diciannovesima settimana di eta, da ogni gruppo sono stati prelevati
settimanalmente campioni di polvere ambientale e di penne (10 animali/gruppo,
5 penne/animale). Cinque animali per gruppo sono stati inoltre soppressi per la
raccolta di campioni di milza.

Processazione del campione ed estrazione del DNA

Ciascun campione di polvere (1 = 0.09 g) ¢ stato posto in una provetta conica da
centrifuga da 15 ml, risospeso in 5 ml di PBS sterile e centrifugato a 2500g per 15
minuti a +4°C. Il surnatante ottenuto ¢ stato centrifugato una seconda volta utiliz-
zando gli stessi parametri. Dopo la seconda centrifugazione, il surnatante ¢ stato
prelevato con una siringa e filtrato attraverso un filtro sterile per siringa da 0.45
um. L’estrazione del DNA ¢ stata effettuata a partire da 200 pl di filtrato di polvere
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utilizzando il kit del commercio NucleoSpin® Tissue (MACHEREY-NAGEL).
Quest’ultimo kit ¢ stato utilizzato anche per I’estrazione del DNA dalle penne e
dalle milze, processate singolarmente o in pool.

PCR nested per RN1250 e per GaHV-2

Il DNA estratto ¢ stato impiegato in due protocolli di nested PCR, uno per identifi-
care la presenza di GaHV-2 e differenziare, mediante sequenziamento dell’amplifi-
cato, il ceppo vaccinale CVI988/Rispens (Mescolini et al., 2019) dai ceppi GaH V-
2 di campo; e ’altro per amplificare una porzione univoca del ceppo RN1250,
mediante primers specifici disegnati sulla base della sequenza nucleotidica del
ceppo RM1 presente in GenBank (numero di accesso S82226).

RISULTATI
I risultati dell’indagine sono riportati in Tabella 2.

Tabella 2. Positivita alla PCR nested e caratterizzazione per RN1250, CVI988/
Rispens e GaHV-2 nei gruppi oggetto di indagine

. MILZE PENNE POLVERE

ta

(settimane) | RN1250 %ﬁ: GaHV-2 | RN1250 (li};;ﬁi/ GaHV-2 | RN1250 %ﬁ: GaHV-2
1 6/25¢ | 1125 | 025 | 10/50 | 18/50 | /50 | o5 0/5 075
2 825 | 1525 | 925 | o030 | 1530 | 030 | o5 5/5 075
3 625 | 1325 | 925 | om0 | 2730 | 030 | o5 5/5 0/5
4 0/5 2/5 0/5 1/10 | 10/10 | 0/10 0/5 5/5 0/5
6 0/5 2/5 05 1 o010 | 610 | 010 | g5 5/5 0/5
10 1/5 0/5 05 | oo | 210 | 010 | s 5/5 075
14 - - - - - - 1/5 5/5 1/5
17 - - - - - - 3/5 5/5 3/5
19 o5 | o5 | 95 | oto | 1o | 010 | s 5/5 3/5

% n. positivi/n. campioni;
-: campionamento non effettuato.

Alla nested PCR per il ceppo vaccinale RN1250 sono risultate positive le milze
prelevate dagli animali alla 17,22 32 e 10* settimana di vita, le penne prelevate
alla 1* e 4* settimana di vita e le polveri ambientali prelevate dalla 10* alla 17?
settimana di vita. Il ceppo vaccinale CVI988/Rispens ¢ stato rilevato nelle milze
dalla 1% alla 6° settimana di vita e in penne e polveri durante tutto il periodo di
campionamento. La presenza del ceppo GaHV-2 di campo ¢ stata rilevata solo
piu tardivamente nelle polveri a partire dalla quattordicesima settimana di vita.
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All’analisi di sequenza i ceppi di campo presentavano caratteristiche molecolari
di elevata virulenza, tuttavia, nel periodo di osservazione non sono state riportate
manifestazioni cliniche o lesioni ascrivibili a MD.

DISCUSSIONE

Questo studio ha evidenziato 1’avvenuto uptake del ceppo vaccinale RN1250, di-
mostrato dalla presenza del virus vaccinale nelle penne e nelle milze dalla prima
alla quarta settimana post-vaccinazione. La positivita al vaccino ricombinante sin
dai primi giorni di vita potrebbe indicare la capacita del ceppo RN1250 di stimo-
lare una precoce protezione immunitaria, che, oltre a proteggere 1’animale nei
riguardi di un challenge precoce da MDYV, diminuisce la circolazione del ceppo di
campo riducendo la probabilita di selezione di ceppi a maggiore virulenza. L’eli-
minazione di RN1250 avviene in maniera costante come testimoniato dall’accu-
mularsi progressivo del virus vaccinale nelle polveri ambientali che sono risultate
positive a partire dalla decima settimana post-vaccinazione; 1’apparente intermit-
tenza dell’eliminazione del ceppo vaccinale RN1250, rilevata testando le penne, ¢
probabilmente dovuta al comportamento tipico di latenza/replicazione degli her-
pes virus (Calnek & Witter, 2001).

In questo studio longitudinale ¢ stata rilevata la presenza di un ceppo di campo di
GaHV-2 ad elevata virulenza a partire dalla quattordicesima settimana post-vac-
cinazione. E importante precisare che i vaccini oggi in commercio sono definiti
imperfetti o “leaky”, ossia, seppur capaci di tenere sotto controllo la malattia di
Marek in forma clinica, non in grado diimpedire I’infezione, la replicazione e 1’eli-
minazione nell’ambiente di ceppi di campo di GaHV-2 ad elevata virulenza (Islam
& Walkden-Brown, 2007; Islam et al., 2008; Islam et al., 2014; Ralapanawe et al.,
2016). Tuttavia, nonostante la rilevazione del ceppo di campo nei gruppi oggetto di
studio, non sono state osservate forme cliniche e/o lesioni riferibili a MD nell’arco
di tutto il ciclo produttivo dei riproduttori, indice dell’efficacia protettiva del pro-
tocollo vaccinale applicato, nel periodo di osservazione.
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