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Riassunto.Nel presente studio si € valutatalamodulazione di citohine pro-infiammatorie
(IL-8, TNF-0) e immunitarie (IFN-y, IL-10) in PBMC di suini vaccinati contro PCV2 con
dose singola di un vaccino basato su proteina virale Cap ¢ in suini non vaccinati esposti
a infezione naturale. La risposta citochinica negli animali non vaccinati-infetti ¢ stata
valutata in relazione al manifestarsi di evidente sintomatologia clinica riconducibile alla
sindrome multisistemica da deperimento post-svezzamento (PMWS). I suinetti di un
allevamento a ciclo chiuso con anamensi positiva per PMWS in soggetti di eta superiore
a 15 settimane sono stati svezzati a 2143 giorni di eta; gli animali del gruppo vaccinato
hanno ricevuto una dose di vaccino Porcilis PCV® in adiuvante per via intramuscolare (2
ml) mentre lo stesso volume di solo adiuvante ¢ stato inoculato negli animali del gruppo
controllo. Sono stati prelevati campioni di sangue prima dell’insorgenza della viremia
per PCV2 (16 settimane di eta) e successivamente all’avvenuta infezione e comparsa
delle manifestazione cliniche di PMWS (19 e 22 settimane di etd). La modulazione
citochinica, come livelli di espressione genica mediante real-time PCR, ¢ stata valutata
in suini vaccinati (PCV2-vac), suini non vaccinati spontaneamente infettati in assenza
di PMWS (Ctrl) e suini non vaccinati infettati che hanno sviluppato PMWS (Ctrl-
PMWS+). I livelli di IL-8 sono apparsi piu elevati nei soggetti controllo-PMWS+ in
fase precoce e piu ridotti in fase piu tardiva, segnale di uno stato infiammatorio precoce
piu intenso ed una risposta innata successiva meno efficiente. I livelli di TNF-a, cosi
come di IFN-y, legati ad una risposta innata e adattativa, si sono mostrati piu elevati nel
gruppo vaccinato ad entrambi i tempi post-infezione. Nel gruppo controllo-PMWS+,
bassi livelli di IFN-y a 19 settimane di eta sono risultati associati a livelli elevati di
IL-10, come condizione predisponente 1’insorgenza della PMWS. I risultati sostengono
la differente modulazione del profilo citochinico in animali vaccinati ed animali non
vaccinati in relazione alla infezione e alla comparsa della patologia associata. Gli
animali vaccinati affrontano 1’infezione mostrando maggiore reattivita cellulare legata
all’TFN-y e I’assenza di effetti regolatori negativi legati all’espressione di IL-10, cosi
come 1’assenza di stati infiammatori intensi a seguito della infezione.

Summary. In the present study the modulation of pro-inflammatory (IL-8, TNF-a) and
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immune (IFN-y, IL-10) cytokines was evaluated in PBMC of pigs vaccinated against
PCV2 with a single dose-vaccine based on the viral Cap protein and in unvaccinated pigs
exposed to natural infection. The cytokine response in unvaccinated-infected animals was
evaluated with regards to evident clinical signs related to post-weaning multisystemic
wasting syndrome (PMWS). In a farrow-to-finish herd with a positive history for PMWS
in animals aged older than 15 weeks, at weaning (21+3 days of age) a group of animals
(vaccinated group) were inoculated with one dose of Porcilis PCV® vaccine + adjuvant by
the intramuscular route (2 ml) whereas the same volume of adjuvant only was administered
to the control animals. Blood samples were collected before the onset of PCV2 viremia (16
weeks of age), after infection and after the onset of the clinical signs referred to PMWS
(19 and 22 weeks of age, respectively). Cytokine modulation was assessed in vaccinated
(PCV2-vac), unvaccinated spontaneously infected/PMWS-free (Ctrl) and unvaccinated
infected/ PMW S-affected (Ctrl-PMWS+) pigs as gene expression levels by real-time PCR.
IL-8 levels were higher in Ctrl-PMWS+ pigs early after infection and lower at the later
stage, testifying a stronger early inflammatory status and subsequent less efficient innate
responsiveness. TNF-a and IFN-y levels, evidence of innate and adaptive responses, were
higher in the PCV2-vac group at both time points. In the Ctrl-PMW S+ group, a lower [FN-y
level at 19 weeks of age was associated with high levels of IL-10, as a condition correlated
with the onset of the disease. Overall, the results show a different cytokine modulation
in vaccinated and unvaccinated-infected pigs also developing PMWS. Vaccinated pigs
cope with infection showing stronger cellular reactivity related to IFN-y and absence of
a negative regulatory effects due to increase of IL-10 expression, as well as absence of
intense inflammatory status following infection.

INTRODUZIONE

Circovirus tipo 2 (PCV2) ¢& l’agente eziologico della sindrome multisistemica da
deperimento post-svezzamento del maiale (PMWS), patologia multifattoriale ampiamente
diffusa negli allevamenti suinicoli che rappresenta una delle manifestazioni cliniche delle
cosiddette patologie associate a PCV2 (Porcine Circovirus Associated Diseases, PCVD).
Oltre a procedure gestionali, la principale strategia per la prevenzione ed il controllo delle
patologie associate all’infezione da PCV2 ¢ la vaccinazione. Tra i vaccini sviluppati, &
stato dimostrato sia a livello sperimentale sia in campo che i vaccini basati sulla proteina
virale capsidica (Cap) sono efficaci in quanto tale proteina costituisce uno dei determinanti
antigenici maggiormente immunogenici (Blanchard et al., 2003; Fenaux et al., 2004; Fort et
al., 2009a, 2009b; Pérez-Martin, 2010). L’efficacia vaccinale si associa a sieroconversione
verso PCV2 (comparsa di anticorpi neutralizzanti virus-specifici) e alla riduzione della
replicazione virale; sempre maggiori prove sia in condizioni di infezione sperimentale che
naturale supportano il coinvolgimento della risposta cellulare nel controllo dell’infezione
e dell’evoluzione delle patologie associate (Fenaux et al., 2004; Kixmoller et al., 2008;
Fort et al., 2009a, 2009b; Steiner et al., 2009; Pérez-Martin et al., 2010; Martelli et al.,
2011).

L’attivazione del sistema immunitario e di risposte specifiche verso il virus o verso
componenti virali ¢ tutt’oggi oggetto di studio soprattutto in relazione alla determinazione
di correlazioni tra determinanti genetici/antigenici e protezione clinica; informazioni
riguardanti la componente cellulare hanno mostrato come la risposta proliferativa PCV2-
specifica a seguito di stimolazione in vitro ¢ attribuibile sia a linfociti T CD4+ che CD8+
specifici verso la proteina Cap (Wang et al., 2007, Steiner et al., 2009). Anche la produzione
di citochine pro-infiammatorie e immunitarie durante 1’infezione da PCV2 ¢ di recente
studio in soggetti infetti asintomatici e in soggetti affetti da PMWS, in particolar modo
a seguito di stimolazione in vitro con antigeni virali o sostanze mitogene. Tali indagini
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sono state effettuate in tessuti linfoidi primari e secondari (Darwich et al., 2003b; Zhang
et al., 2010), polmone (Chae e Choi, 2010) e cellule mononucleate del sangue periferico
(PBMC) (Kekarainen et al., 2008a, 2008b, 2010; Shi et al., 2010) ma i risultati sono apparsi
spesso non univoci, probabilmente per la variabilita delle condizioni in cui sono state
determinate.

Nonostante cid, una caratteristica ritrovata in vari modelli di infezione ¢ di PMWS
(soprattutto nei casi di evidente immunosoppressione) ¢ rappresentata dall’incremento
dei livelli di espressione o secrezione di IL-10 associati all’insorgenza e sviluppo della
patologia, cosi come di riduzione di IFN-y, citochina fondamentale nella risposta anti-
virale (Darwich et al., 2003a; Stevenson et al., 2006; Crisci et al., 2010).

Il presente studio ha come scopo la valutazione della reattivita cellulare valutata come
livelli di espressione genica di alcune delle principali citochine pro-inflammatorie (IL-1j,
IL-8, TNF-a)) e immunitarie (IFN-y, IL-10, IL-4) in PBMC di suini vaccinati con singola
dose di vaccino basato su proteina Cap di PCV2 in adiuvante e animali non vaccinati
successivamente esposti ad infezione naturale da PCV2 anche in relazione alla comparsa
di sintomatologia specifica della PCVD (malattia associata all’infezione da Circovirus).

MATERIALI E METODI

Animali

Lo studio di campo ¢ stato condotto in doppio-cieco e in modo random in suinetti di un
allevamento a ciclo chiuso con anamnesi positiva per manifestazioni cliniche e relativa
mortalita da PMWS in soggetti di eta superiore a 15 settimane.

Un totale di 411 suinetti (maschi e femmine) ¢ stato considerato per lo studio. All’inizio
della prova (giorno dello svezzamento: 2143 giorni di eta), 205 suinetti (gruppo PCV2-vac)
hanno ricevuto una singola dose di vaccino Porcilis PCV® per via intramuscolare (2 ml).
Uno stesso volume di solo adiuvante ¢ stato somministrato a 206 suinetti di controllo).

La risposta citochinica ¢ stata valutata in tre gruppi di animali: 1) animali (N = 5) non
vaccinati e spontaneamente infettati che hanno manifestato evidente sintomatologia
riconducibile a PMWS (Controlli PMWS+: Ctrl-PMWS+) 2) animali non vaccinati (N =
15), spontaneamente infettati da PCV2 che non hanno sviluppato la PMWS (Controlli:
Ctrl); 3) animali vaccinati (N = 10) con singola dose di vaccino per via intramuscolare
(PCV2-vac) che non si sono infettati e che non hanno sviluppato la malattia.

Lo stato di malattia (PMWS+) ¢& stato determinato attraverso 1’attribuzione di uno score
clinico basato sulla valutazione del grado di deperimento e I’ingrossamento dei linfonodi
inguinali, in associazione a positivita in gPCR per PCV2 nel siero con quantita di copie di
genoma virale/ml superiore a 107 (Martelli et al., 2011).

La presenza di co-infezioni e la quantificazione di titoli anticorpali verso PRRSV, M.
hyopneumoniae, ADV, A. pleuropneumoniae e virus dell’influenza suina (SIV) sono stati
determinati mediante kit specifici in commercio come ampiamente descritto da Martelli et
al. (2011).

Sono stati effettuati prelievi di sangue a 16 settimane di eta (fase immediatamente precedente
I’insorgenza della viremia da PCV2), a 19 e 22 settimane rispettivamente dopo la comparsa
dell’infezione e a malattia conclamata nei soggetti appartenenti al gruppo (PMWS+).

Isolamento di PBMC di suino ed estrazione di RNA totale.

Le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) sono state separate ed isolate
mediante gradiente di densita in soluzione Histopaque-1077® e la successiva estrazione di
RNA totale cellulare ¢ stata effettuata mediante soluzione TRI-reagent® (Ambion) secondo
le istruzioni riportate dal produttore. Il grado di purezza e la concentrazione sono state
determinate mediante spettrofotometria UV (260/280 nm). L’RNA totale estratto (1 pg) €
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stato retro-trascritto in DNA complementare (cDNA) con kit High-capacity cDNA Reverse
Transcription® kit (Applied Biosystems).

Quantificazione dell’espressione genica in PBMC mediante real-time PCR.

11 ¢cDNA ottenuto ¢ stato utilizzato come DNA stampo per la real-time PCR. La reazione
di amplificazione ¢ stata effettuata utilizzando un termociclatore StepOne™ (Applied
Biosystems, StepOne software v. 2.1). Il cDNA (20 ng, 1 ng/ul) ¢ stato amplificato in
duplicato con Platinum SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG® (Invitrogen) e primer
specifici per le citochine di suino a concentrazioni ottimizzate secondo dati in letteratura
(von der Hardt et al., 2002; Royaee et al., 2004; Meissonnier et al., 2008) e utilizzando
il software Primer Express (Tab. 1). Il gene housekeeping GAPDH ¢ stato scelto come
controllo endogeno secondo Fisher et al. (2006) e Ferrari et al. (2010). Le reazioni di PCR
hanno previsto uno step iniziale a 95°C per 20 e 40 cicli costituiti da denaturazione a
90°C per 3 e annealing/estensione a 60°C per 30 (protocollo “PCR Fast” - Applied
Biosystems). Il segnale dovuto all’incorporazione di SYBR® Green ¢ stato acquisito
alla fine di ciascuno step di estensione. Un controllo negativo (assenza di cDNA) ¢ stato
aggiunto in ciascun set di reazioni. Un’analisi mediante curva di denaturazione (gradiente
da 60°C a 95°C) ¢ stata effettuata per valutare I’amplificazione specifica del gene indagato
e I’assenza di prodotti aspecifici (es. dimeri di primer) al termine di ogni reazione. I risultati
sono stati analizzati mediante metodo del delta-delta-Ct (Shi et al., 2010), e i livelli di
espressione di ciascuna citochina normalizzati con i livelli di GAPDH ed espressi come
quantita relative sono stati calcolati rispetto al livello di espressione in animali vaccinati per
PCV2 non infetti in una fase molto precoce del periodo post-esposizione (accertata assenza
di infezione da PCV2).

Sequenza primer

Gene
(forward - reverse)

IL-8 Jor 5’-CCGTGTCAACATGACTTCCAA-3’

(Royace et al., 2004)

rev 5’-GCCTCACAGAGAGCTGCAGAA-3’

Jor 5’-ACTGCACTTCGAGGTTATCGG-3’

TNF-a

(Meissonnier et al., 2008) rev 5°-GGCGACGGGCTTATCTGA-3

TFN-y Jor 5’-TGGTAGCTCTGGGAAACTGAATG-3’
(Royaee et al., 2004)

rev 5’-GGCTTTGCGCTGGATCTG-3’

IL-10
(Royaee et al., 2004)

Jor 5>-TGAGAACAGCTGCATCCACTTC-3’

rev 5’-TCTGGTCCTTCGTTTGAAAGAAA-3’

GAPDH
(Primer Express)

Jor 5’>-GGTGAAGGTCGGAGTGAACG-3’

rev 5’-GCCAGAGTTAAAAGCAGCCCT-3’

Tab. 1: Sequenze primer delle citochine pro-infiammatorie (IL-8, TNF-0) e immunitarie

(IFN-y, IL-10) indagate. 1l gene GAPDH e stato utilizzato come controllo endogeno.
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Analisi statistica.

L’analisi statistica volta ad evidenziare differenze significative tra i gruppi di animali esposti
ad infezione da PCV2 ¢ in relazione al tempo sperimentale indagato ¢ stata effettuata
mediante analisi della varianza (ANOVA) e test di Dunnet. I1 grado di significativita ¢ stato
definito per p<0.05.

RISULTATI

Lo studio ha previsto la valutazione dell’espressione genica di citochine pro-infiammatorie
e immunitarie in PBMC di suini vaccinati verso PCV2 e di suini non vaccinati che hanno
manifestato o meno la patologia associata all’infezione.

Nel periodo in cui € avvenuta I’infezione naturale si sono potute evidenziare modificazioni
significative dell’espressione genica delle citochine indagate.

I livelli di espressione genica di IL-8 hanno evidenziato una tendenza ad incrementarsi nel
tempo, con valori piu elevati negli animali vaccinati a 22 settimane di eta rispetto ai due
gruppi controllo (p<0.05; Fig. 1).

L’espressione di TNF-a ¢ risultata piu elevata negli animali vaccinati a 19 settimane e
soprattutto a 22 settimane di eta (p<0.05; Fig. 1).

I livelli di IFN-y sono risultati statisticamente piu elevati negli animali vaccinati-esposti
(PCV2-vac) a 19 e 22 settimane di eta (p<0.05) in confronto con i livelli di IFN-y sia negli
animali controllo che hanno sviluppato la PMWS (Ctrl-PMWS+) sia negli animali che non
hanno manifestato la patologia (Ctrl) (Fig. 2).

11 livello di espressione di IL-10 ¢ risultato significativamente piu elevato nel gruppo Ctrl-
PMWS+ a 16 settimane PV (p<0.05) in confronto con gli animali del gruppo PCV2-vac e
Ctrl (Fig. 2).
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Fig. 1: Espressione genica delle citochine pro-infiammatorie IL-8 e TNF-o in PBMC di
suini vaccinati (PCV2-vac) e non vaccinati in assenza (Ctrl) o presenza (Ctri-PMWS) di
PMWS esposti a infezione naturale da PCV2. I dati sono mostrati come valori medi +
deviazione standard. U.A.: unita arbitrarie. (*): p<0.05

Fig. 1: Gene expression of the pro-inflammatory cytokines IL-8 and TNF-o. in PBMC of
vaccinated (PCV2-vac) and unvaccinated PMWS-free (Ctrl) or PMWS-affected (Ctrl-
PMWS) pigs exposed to PCV2 natural infection. Data are shown as mean values + standard
deviation. U.A.: arbitrary units. (*): p<0.05
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Fig. 2: Espressione genica delle citochine immunitarie IFN-y e IL-10 in PBMC di suini
vaccinati (PCV2-vac) e non vaccinati in assenza (Ctrl) o presenza (Ctri-PMWS) di PMWS
esposti a infezione naturale da PCV?2. I dati sono mostrati come valori medi + deviazione
standard. U.A.: unita arbitrarie. (*): p<0.05

Fig. 2: Gene expression of the immune cytokines IFN-y and IL-10 in PBMC of vaccinated
(PCV2-vac) and unvaccinated PMWS-free (Ctrl) or PMWS-affected (Ctri-PMWS) pigs
exposed to PCV?2 natural infection. Data are shown as mean values + standard deviation.
U.A.: arbitrary units. (*): p<0.05
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DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Nel presente studio sono stati analizzati i cambiamenti dell’espressione genica di citochine pro-
infiammatorie ¢ immunitarie in suini vaccinati per PCV2 mediante vaccino basato su proteina
virale Cap ed in animali non vaccinati, successivamente esposti ad infezione naturale in relazione
all’insorgenza di manifestazioni cliniche riconducibili a PMWS. Informazioni sull’attivazione
di mediatori immunitari quali le citochine e sulle sottopopolazioni cellulari coinvolte nella loro
produzione in scenari di infezione singola e/o co-infezioni sono alla base del miglioramento delle
strategie e dei protocolli vaccinali finalizzati al controllo delle problematiche associate.

Gli animali considerati nello studio sono stati monitorati nel periodo post-esposizione e successiva
infezione naturale con prelievi di sangue e relative indagini molecolari effettuati a 16, 19, 22
settimane di eta.

La modulazione dell’espressione di una citochina pro-inflammatoria come I'IL-8 negli
animali del gruppo non vaccinato che hanno manifestato PWMS puo essere riconducibile ad
uno stato infiammatorio precoce pitl pronunciato legato all’insorgenza dell’infezione mentre,
successivamente, la riduzione di tale citochina puo testimoniare una risposta difensiva innata
meno efficiente. Questi dati sono in accordo con quanto descritto in letteratura a seguito di ri-
stimolazione in vitro di PBMC (Darwich et al., 2003a). Viceversa, si pud considerare che gli
animali vaccinati, in cui la reattivita immunitaria verso PCV2 si ¢ mantenuta efficiente (presenza
di anticorpi PCV2-specifici e di cellule secernenti IFN-y; dati non mostrati, Martelli et al., 2011),
in seguito all’infezione non necessitino di attivare meccanismi inflammatori precoci mentre
nelle fasi di infezione piu avanzata mostrino capacita pro-inflammatoria piu elevata rispetto agli
animali non vaccinati. In questi ultimi tale espressione potrebbe essere modulata in senso negativo
dall’infezione. In altre parole, negli animali vaccinati, cid potrebbe testimoniare una maggior
reattivitd della risposta innata con replicazione virale assente o minima. I valori ottenuti in fase
avanzata di infezione (22 settimane di etd) trovano corrispondenza nel riscontro di livelli ridotti di
IL-8 nei tessuti linfoidi con il progredire della patologia e I’aumento delle lesioni stesse (Darwich
etal., 2003b).

I livelli di TNF-a si sono mantenuti inferiori nei due gruppi non vaccinati. Tale comportamento,
che conferma una ridotta efficienza della risposta immuitaria inflammatoria/innata, potrebbe
trovare una spiegazione patogenetica soprattutto nel ruolo esercitato dalla co-infezione sostenuta
da PRRSYV, virus in grado di inibire/ritardare la risposta legata a tale citochina (Borghetti et al.,
2010), piu che dall’infezione singola da PCV2 (Shi et al., 2010).

Le citochine immunitarie antagoniste, IFN-y e IL-10, hanno mostrato livelli opposti nella fase
precoce della infezione da PCV2; in particolare, gli animali del gruppo Ctrl-PMWS+ hanno
mostrato livelli di IL-10 significativamente maggiori rispetto agli altri due gruppi e, pur con ampia
variabilita individuale, si deve segnalare la presenza di valori molto elevati in alcuni animali. Al
contrario, ad entrambi i tempi post-esposizione 19 e 22 settimane di eta, i livelli di IFN-y si sono
mantenuti su livelli superiori negli animali vaccinati-esposti.

Tali risultati confermano come anche nelle condizioni di infezione naturale da PCV2 ed in
presenza di co-infezioni, la modulazione citochinica coinvolga alterati livelli di IL-10 come
possibile fattore predisponente 1’insorgenza della PMWS (Stevenson et al., 2006). Rispetto ad
altre citochine infatti, I’aumento dell’espressione e produzione di IL-10 sia a livello tessutale che
nelle PBMC ¢ una evidenza che si riscontra sia in studi sperimentali di infezione singola da PCV2
che in casi di co-infezione da PCV2 e PRRSV (Shi et al., 2010; Kekarainen et al., 2008b).
L’aumento di IL-10 negli animali non vaccinati potrebbe anche essere correlabile ai livelli piu
ridotti delle citochine pro-infiammatorie indagate oltre che dei livelli di IFN-y come quadro di
regolazione immunosoppressiva negli animali con PMWS (Shi et al., 2010). L’IL-10 durante
I’infezione da PCV2 e I’insorgenza delle patologie associate ¢ prodotta principalmente da cellule
della linea monocitaria-macrofagica e dendritica ma anche cloni di cellule T, resi anergici dalla
prolungata stimolazione antigenica, potrebbero essere responsabili della produzione di tale
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citochina; infatti PCV2 ¢ in grado di indurre rilascio di IL-10 dalle PBMC e a livello tessutale
(Darwich et al., 2003a; Kekarainen et al., 2008b; Crisci et al., 2010).

La valutazione della risposta mediata da IFN-y riveste un ruolo chiave in quanto tale citochina
¢ responsabile della regolazione ed amplificazione della risposta antivirale. I livelli piu elevati
di IFN-y negli animali vaccinati sostengono la maggior reattivita in animali in cui I’infezione
¢ contrastata in modo rapido ed efficace tanto da non determinare riscontro di viremia come
osservato nella presente ricerca (dati non mostrati, Martelli et al., 2011).

I quadri di associazione tra titoli virali nel siero e incremento dell’espressione di IFN-y nonché
della frequenza di cellule secernenti [FN-y, sottolineano I’importanza dell’attivazione cellulare a
fianco della risposta umorale anticorpale nella limitazione della replicazione di PCV2 (Meerts et
al., 2005; Fort et al., 2009a, 2009b; Martelli et al., 2011). Livelli di espressione ridotta di IFN-y
sono stati riscontrati sia in PBMC (Darwich et al., 2003a; Sipos et al., 2004; Shi et al., 2010) che
nei tessuti linfoidi (Darwich et al., 2003b) di animali affetti da PMWS. Anche in questo caso
I’effetto osservato puo essere la risultante della sinergia data dalle co-infezioni (Shi et al., 2010).
1l profilo dell’espressione genica di IFN-y nelle PBMC ¢ apparso di senso opposto rispetto a
quanto osservato per i livelli di cellule secernenti tale citochina quantificati mediante tecnica
ELISpot (Martelli et al., 2011): in entrambi i gruppi di animali controllo, la minor espressione di
IFN-y ¢ associata a livelli fortemente piu elevati di cellule secernenti IFN-y. Il comportamento
opposto in relazione alle due metodiche utilizzate puo essere messo in relazione al fatto che le
cellule secernenti IFN-y sono state quantificate a seguito di ri-stimolazione con ceppo virulento di
PCV2 mentre I’espressione genica puo essere la risultante della presenza di co-infezioni. Inoltre,
animali vaccinati possono necessitare di un numero minore di cellule secernenti per contrastare
I’infezione in quanto piu efficaci in termini di capacita e cinetica di secrezione in relazione al loro
stato di memorizzazione rispetto agli animali che non sono stati vaccinati.

I risultati del presente studio sostengono la differente modulazione del profilo citochinico in
animali vaccinati con vaccino basato sulla proteinca Cap di PCV2 ed animali non vaccinati
in cui diffonde I’infezione e compare la patologia associata. Gli animali vaccinati affrontano
I’infezione mostrando maggiore reattivita cellulare legata all’IFN-y ed assenza di effetti regolatori
negativi legati all’espressione di IL-10, cosi come I’assenza di stati inflammatori intensi a seguito
dell’esposizione ed infezione.
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