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ALLEGATO 11 Centro Referenza Nazionale per la Malattia di Aujeszky i

|IZSLER
Piano di attivita del 2018-2019

1. Obiettivi strategici

Il Centro di Referenza Nazionale (CRMA) e statoi mpegnat o

n @dorhethei precedentl 0 1

nellaveri fica dell dapplicazione e dell

6andamento

Malattia di Aujeszky (MA).Ldesecuzi one dei t e sper il sinusedella malatfia di i

Aujeszky (ADV) é stata demandata agli altri 1IZZSS per il territorio di propria competenza e quindi

lat t i vi t” di agnostica del CRMA

stata

de

e \

centrata

provenienti dal territorio dellaL ombar di a e del |eddEcampioni aia skRimlogiigsia a

virologici inviati dalle altre regioni per una successiva conferma o tipizzazione.

| dati concernenti il controllo a livello di singole Regioni sono riportati secondo quanto dedotto

dalla Banca dati del Centro di Referenza nella Tabella 1.

Il CRMA é stato inoltre impegnato nelle attivita di supporto e di consulenza per il Ministero della

Salute, le Regioni e le singole ATS. In particolare, sono stati forniti pareri al Ministero della Salute

su diversi argomenti quali approvazioni di piani regionali, presentazione della documentazione alla

Comunitd Europea per la richiesta difserimento n e dllégéto Il per regioni con un piano di

eradicazione per MA approvato dalla CE in atto.

Sono stati forniti anche alle diverse ATS pareri e attivita di consulenza sulla verifica

del | 6applicazione e dell 6andamento

Aujeszky.
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Regioni in merito alla preparazione dei nuovi piani di controllo ed eradicazione. Nell aéno 2018, I

Piemont e e | 0 latate peala présen@zionendella documentazione necessaria per
chiedere | 06i nser i alledetisioner2608/186/@H dhee igclude @li stati membri o

relative regionii n c ui S applicano progr ammi
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della MA. | relativi dossier presentati alla Commissione per la richiesta d iGserimento n e dllégéto Il

alla decisione 2008/185/CE sono statirivistid al | a Commi ssi one |

e accettati a fine 2019. Questa decisione determineral 6 i nser i ment o
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nel | 6all klle gecisiame 2008/185/CE. An c h e u rediomd, tLe Marche, si é attivata

guestdbanno per |l a presentazione del dossier al | |
nell éallegato Il ed =~ in attesa della valutazione
Il noltre nel cor so derificate Weessitudzoni M@ sotwlinears. d.a prima

situazione riguarda il Friuli Venezia Giulia che ha sospeso da un anno la vaccinazione nei confronti
della MA e ha fatto richiesta alla Commissione di es
2008/185/CE che riguarda gli stati membri o loro regioni indenni dalla malattia di Aujeszky in cui &
vietata la vaccinazione. La seconda riguarda il Veneto che da 1 novembre 2019 ha vietato la
vaccinazione per MA in tutto il territorio regionale per fare richiesta, un anno dopo, dénserimento
nel | 6al laergsanzamel territorio nazionale di una situazione variegata con regioni in diversi
stati sanitari nei confronti della MA ha determinato la necessita di preparare un nuovo protocollo
interregionale per disciplinare le movimentazioni di animali tra regioni a status diversi che rispetti le
garanzie supplementari previste dalla CE. || CRMA sta fornendo attivita di supporto e consulenza
al Ministero e alle Regioni per lo sviluppo di questo protocollo interregionale di movimentazione.
Anche alle singole ASL ed agli altri 11ZZSS il CRMA ha dato pareri e consulenze su diversi argomenti
guali interpretazioni del decreto ministeriale nazionale, chiarimenti sulle procedure di revoca e
sospensione della qualifica di aziende indenniesul | 6 esecuzi one e | 6interpret
di analisi sierologiche e di biologia molecolare.

Presso il CRMA sono state mantenute le attivita di preparazione di materiali di riferimento per la
sierologia sia per uso interno sia per la rete degli IIZZSS e quella di organizzazione di circuiti inter
laboratorio (ring test). ICRMAha or gani z z a il ing tgest stfesologica 200862019 con lo
scopo di continuare il monitoraggio delle prestazioni dei laboratori coinvolti nel piano di sorveglianza
sierologica. Inoltre il CRMA ha partecipato nel 2019 al ring test internazionale, organizzato dal centro
di riferimento OIE per MA, Laboratoire de Ploufragan-Plouzane (Francia).

Per quanto riguarda la ricerca, ¢ éda rilevare la conclusione in ottobre 2019 del Progetto di Ricerca
Corrente PRC2005001 su i St u d i-epidemiclogico del virus della Malattia di Aujeszky nei
cinghiali in Italiadiniziato tre annifan e | | 6 @Qlé. & @hrettivo di questo progetto € stato quello di
approfondire le conoscenze sulla diffusione e il mantenimento d e ihfézidne ADV nei cinghiali in
Italia tramite controlli virologici e sierologici standardizzati eseguiti in tre aree ecologiche risultate
statisticamente rappresentative del territorio italiano. Inoltre, in dicembre 2018 € iniziato un nuovo
progetto di ri cer ca fueszky &ast stage: dvdupplo é ValildSzibhe\di naoue
matrici biologiche e protocolli di laboratorio per la sorveglianza permanente della malattia di

Aujeszkyo che prevede | a collaborazione del CRMA.
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A questo si & aggiunta la costante attivita di ricerca e sperimentazione, le collaborazioni con

enti di ricerca nazionali e internazionali e la divulgazione d ifdagini scientifiche a convegni nazionali
e internazionali. Infine si sottolinea il continuo impegno del Centro di Referenza nel mantenimento e
nel miglioramento del nuovo portale Aujeszky che s iftegra con le banche dati dei portali Cerves e
TBCcentro.

2. At t i vita di sorveglianza per |l a Mal attia di
2019
Nel corsodel2019° continuata |l 6attivit”™ di sorveglianza

negli allevamenti suini di riproduzione e didgrasso sia nei centri genetici. Nella tabella n.1 sono

riportati i dati d e dttivitd di sorveglianza nazionale divisa per regioni e per tipologia allevamenti. |

dati riportati nella tabella si riferiscono ai controlli sierologici per ricerca anticorpi anti-gE eseguiti

come previsto nel piano nazionale per la MA. Lébunica eccezione riguarda
provincia di Bolzano che si riferiscono alla ricerca di anticorpi anti-gB. Questa differenza € motivata

dal fatto che la provincia di Bolzano € inclusa n e dllégéto | Decisione 2008/185/CE ed e vietata la
vaccinazione ADV.

Tabella n.1. Esiti delle indagini sierologiche per MA per gli allevamenti suini da riproduzione (a) e

ingrasso (b) e per i centri genetici (c), riportati sul Database del Centro di Referenza suddivisi per

Regione.
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a) Dati relativi agli allevamenti da riproduzione*

—— . . h.’
= DELLA LOMBARDIA E DELL'EMILIA ROMAGNA 25124 ERESCIA
" ” (italy)
| S BRUN UBERTINT

Numero di aziende suinicole da _suinicole da 'Numero |.az|end¢.e suinicole da riproduzione |suinicole da riproduzione
Regione suinicole da riproduzione oggetto riproduzione con | suinicole da riproduzione non contaminate dalla | indenni dalla malattia di
riproduzione di un programma per controllo sierologico | positive alla malattia di malattia di Aujeszky (con Aujeszky (senza
O per la malattia di Aujeszky L S
la malattia di Aujeszky Aujeszky vaccinazione) vaccinazione)
ABRUZZO 318 306 167 3 164 -
CALABRIA 345 319 250 33 217 -
CAMPANIA 266 262 237 2 235 -
EMILIA ROMAGNA 279 268 243 5 238 -
FRIULI VENEZIA GIULIA 64 62 44 0 44 -
LAZIO 636 614 265 29 236 -
LIGURIA 51 49 32 0 32 -
LOMBARDIA 642 628 591 4 587 -
MARCHE 260 254 202 2 200 -
MOLISE 142 134 56 0 56 -
PIEMONTE 301 295 275 4 271 -
PUGLIA 553 547 407 1 406 -
SARDEGNA 12927 12770 3105 223 2882 -
SICILIA 1279 1182 638 64 574 -
TOSCANA 562 542 396 33 363 -
TRENTINO - ALTO ADIGE (B2) 124 119 87" 0 87 -
TRENTINO - ALTO ADIGE (JIN) 5 5 4 0 4 -
UMBRIA 380 370 327 6 321 -
VALLE D'AOSTA 4 4 0 0 0 -
VENETO 205 194 166 0 166 -
Totale 19343 18924 7494 409 7085 -

* dati dal 1-10-2018 al 30-09-2019

+ Si tratta di esami sierologici per la ricerca di anticorpi anti-gB in quanto nella provincia di Bolzano € vietata la vaccinazione ADV
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b) Dati relativi agli allevamenti da ingrasso*
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lumero di aziend — umero di aziend
Numero di suinicole daingrasso | suinicole da ingrasso N“T“em = a}nende suinicole daingrassonon |  suinicole da ingrasso
Regione aziende suinicole oggetto di un con controllo S”‘T‘!°°'e =2 mgra§soA contaminate dalla malattia| indenni dalla malattia di
daingrasso programma per la sierologico per la positive a!la malattia di di Aujeszky (con Aujeszky (senza
malattia di Aujeszky | malattia di Aujeszky Aujeszky vaccinazione) vaccinazione)
ABRUZZO 461 323 42 0 42 -
CALABRIA 268 201 79 16 63 -
CAMPANIA 426 335 298 1 297 -
EMILIA ROMAGNA 890 671 507 0 507 -
FRIULI VENEZIA GIULIA 550 230 172 0 172 -
LAZIO 549 510 57 1 56 -
LIGURIA 53 47 16 0 16 -
LOMBARDIA 1992 1855 1093 1 1092 -
MARCHE 745 535 102 0 102 -
MOLISE 230 122 23 0 23 -
PIEMONTE 1132 982 802 3 799 -
PUGLIA 127 116 49 0 49 -
SARDEGNA 44 41 10 0 10 -
SICILIA 402 358 129 13 116 -
TOSCANA 551 312 97 0 97 -
TRENTINO - ALTO ADIGE (B2) 165 119 118" 0 118 -
TRENTINO - ALTO ADIGE (TN) 30 27 19 0 19 -
UMBRIA 537 426 161 5 156 -
VALLE D'AOSTA 55 13 3 0 3 -
VENETO 1768 836 455 0 455 -
Totale 10975 8059 4232 40 4192 -

* dati dal 1-10-2018 al 30-09-2019
+ Si tratta di esami sierologici per la ricerca di anticorpi anti-gB in quanto nella provincia di Bolzano € vietata la vaccinazione ADV

c) Dati relativi ai centri genetici*

. L B L Numero di aziende L . B . .
. Numero di aziende |suinicole oggetto di un | suinicole con controllo | .. L suinicole non contaminate | indenni dalla malattia di
Regione L B . suinicole positive alla L .
suinicole programma per la sierologico per la L dalla malattia di Aujeszky Aujeszky (senza
o B malattia di Aujeszky L S
malattia di Aujeszky | malattia di Aujeszky (con vaccinazione) vaccinazione)

ABRUZZO 1 1 0 0 0 -
CAMPANIA 1 1 0 0 0 -
EMILIA ROMAGNA 6 6 5 0 5 -
FRIULI VENEZIA GIUL|A 2 2 2 0 2 -
LOMBARDIA 10 10 6 0 6 -
PIEMONTE 6 5 5 0 5 -
TOSCANA 1 1 1 0 1 -
UMBRIA 1 1 1 0 1 -
VENETO 2 1 1 0 1 -
Totale 30 28 21 0 21 -

* dati dal 1-10-2018 al 30-09-2019
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3. Andamento dei piani regionali di controllo ed eradicazione della Malattia di

Aujeszky delle regioni incluse in allegato |l alla Decisione 2008/185/CE

Negli ultimi anni si rileva il notevole miglioramento raggiunto da tutte le regioni italiane inserite

nel | 6 aladllaeDpasiore 2008/185/CE, quali Veneto, Friuli Venezia Giulia, Lombardia, Emilia

Romagna, Piemonte e Umbria. Si segnala inoltre la presentazione della documentazione alla

Comunita Europea per richiesta d ifserimento nel suddetto allegato per la regione Marche.

Nel corso degli eontinua dei piadi adipepatlicazioaez regimak ha permesso di

ottenere netti miglioramenti con una notevole diminuzione o addirittura totale eliminazione degli
allevamenti positivi alla MA sia nella categoria riproduzione sia in quella difgrasso. Questi
miglioramenti sono soprattutto il risultato dello sforzo congiunto e della collaborazione tra tutti gli enti

interessati, Ministero della Salute, Regioni, ASL, Veterinari Aziendali, Osservatori Epidemiologici e

Centro di Referenza. La situazione molto favorevole ha determinato degli aggiornamenti rispetto

|l 6anno precedente. Da una parte | aseimegtoroealel Gali lue g ¢
| come regione indenne da MA dopo un anno didivieto del | a vaccinazione. DO a
inizia a novembre il divieto di vaccinazione allo scopo di raggiungere lo status di regione indenne

| 6anno successivo.

Dai grafici successivi si rileva il continuo trend migliorativo negli ultimi annisiaper!| 6 aument o de
percentuale di aziende di riproduzione e d ibgrasso controllate (grafici n. 1 e 2) sia per la percentuale

di aziende positive (grafici n. 3 e 4).

Graficon. 11 Percentuale di aziende da riproduzione controllate.
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Grafico n. 21 Percentuale di aziende da ingrasso controllate.
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Grafico n. 3 - Percentuale di aziende da riproduzione risultate positive alla ricerca anticorpi gE.
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Grafico n. 4 - Percentuale di aziende da ingrasso risultate positive alla ricerca anticorpi gE.
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| piani regionali attualmente in vigore interessano tutte le categorie produttive e prevedono
fondamentalmente le seguenti attivita:

- Vaccinazioni

- Accreditamento aziendale

- Mantenimento accreditamento

- Piano sierologico di sorvegldélpigna a per moni t or a

- Sorveglianza passiva

- Gestione delle positivita

- Gestione delle movimentazioni

- Monitoraggio della fauna selvatica

- Controllo della biosicurezza in allevamento

- Formazione

- Procedure per |l a sospensione o revoca della qu

- Presentazione di un piano di gestione obbligatorio per la riacquisizione della qualifica

4. Andamento dei piani di monitoraggio e controllo della Malattia di Aujeszky alivello

nazionale

Léanal i si dei railivello Inazianalé rilevap nagli s gngue anni, una tendenza al
miglioramento con percentuali di positivita variabili dipendendo dalla tipologia produttiva. Infatti, sono
gli allevamenti da riproduzione, sia ciclo chiuso sia ciclo aperto, che risultano piu problematici con
una % di positivi attorno al 5%. Nelle altre tipologie produttive, ingrasso e autoconsumo, sono state
rilevate percentuali di positivita molto inferiori (<0,6%). Le percentuali di allevamenti e di suini positivi

divisi per tipologia produttiva sono riportate nel graficon. 5, ae b.
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Grafico n. 51 Percentuale di allevamenti (a) e di suini (b) positivi divisi per anno e per tipologia

produttiva
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| dati relativi il numero di aziende controllate (grafico n. 6) e il numero di aziende positive divise
(grafico n. 7) per regione confermano il trend positivo rilevato gli anni precedenti seppur in misura
piu ridotta rispetto il miglioramento osservato nelle regioni incluse in allegato Il. In riferimento al
numero di aziende controllate si evidenziano notevole differenze tra le diverse regioni. Nel grafico n.
7 si riporta la percentuale di aziende positive per regione e si osserva il nhotevole miglioramento
ottenuto dalle regioni con piano di eradicazione approvato dalla CE che partivano nel 2010 con
percentuali di positivita superiori al 30%. Rimane da sottolineare la prevalenza attuale attorno al

10% di alcune regioni che sono le stesse con una minore percentuale di allevamenti controllati.

Grafico n.6 - Percentuale di aziende controllate divise per anno e per regione.
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Grafico n. 7 - Percentuale di aziende positive divise per anno e per regione

% Aziende positive
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5. Attivita diagnostica e di ricerca effettuata presso il Centro

5.1 - Analisi sierologiche e virologiche

Léattivit”™ di diagnostica e di ricerca effettuata
sierologici, virologici e di biologia molecolare. | primi sono indirizzati verso la ricerca di anticorpi nei

confronti della glicoproteina gE per rilevare la presenza dell 6infezione (
glicoproteina gB per verificare | 6efficacia del/l
includono due PCR real time per ricerca genoma del virus della malattia di Aujeszky (PRV) con due

target diversi, gene gB e gE e PCR tradizionali che amplificano geni diversi per sequenziamento e
caratterizzazione genomica. Gli esami virologici infine consistono in inoculazione dei campioni PCR

positivi su colture cellulari per isolamento virale.

Le indagini sierologiche per la ricerca degli anticorpi anti-gE eseguite nel territorio di competenza

IZSLER nel periodo 1/10/2018-30/09/2019 hanno confermato il trend osservato negli anni precedenti

sia per gquanto riguarda | 6elevato numero di camp
positivita per gE. Nel periodo in oggetto e statarilevataun éul t er i or e di mi nuzi one
positivi gE che e passata da 0,1 a 0,05. Inoltre, sir mant enuto | 6elevato nu
analizzati che ha ampiamente superat 0 anc he gue st i®80Me0acampiani (graficpin.i a d
8).Questo numero di campi oni derdalal, 6 apprei cnaez il cdnaen n
eradicazione regionali, dal controllo degli allevamenti familiari e infine dai controlli richiesti nel

protocollo di movimentazione interregionale per le movimentazioni di suini verso territori in allegato
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Il alla Decisione 2008/185/EC. La maggior parte dei campioni analizzati & stata eseguita nel Reparto

Via Bianchi, 9
25124 BRESCIA
(Italy)

Tel. + 39 030-2290289
Fax: +39 030-2290535
E-mail:

virologia@izsler.it

di Virologia (66,15 %) e nella Sezione di Mantova (29,4%). | dati totali sono riportati in tabella n.2.

Il netto miglioramento della situazione epidemiologica ha invece determinato una riduzione dei
campioni per la ricerca di anticorpiant-g B esegui ta per verificar@l
esami sierologici per rilevare la presenza di anticorpi anti-gB eseguiti nello stesso periodo hanno
evidenziato una percentuale complessiva di positivita di 79,4 % in linea con i buoni risultati del
periodo precedente. Questi dati sono molto positivi in quanto indicano un maggior rispetto delle
procedure di vaccinazione.

Tabella n. 2 - Risultati delle indagini sierologiche e virologiche eseguite ei suini nel periodo

1/10/2018 7 30/09/2019neil ab or a tZ&GLER. del | 6

Esaminati Positivi %
anticorpi gB 7.544 5.990 79,4
anticorpi g 260.163 136 0,05
Indagini virologiche 119 0 0%

Grafico n. 81 Numero totale dei campioni analizzati per ricerca anticorpi anti-gE negli ultimi anni

Totale analisi gE
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La ricerca del genoma virale € stata anche eseguita su campioni di altre specie animali quali cani
da caccia, bovini allo stato brado e mammiferi selvatici e i risultati vengono riassunti in tabella n. 3.
Sono risultati positivi sette campioni originati da cani da caccia con sintomatologia nervosa e tre

campioni originati da bovini allevati allo stato brado insieme a suini in Sicilia.
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Tabella n. 3 - Numero di campioni di altre specie analizzate con real time PCR e numero di positivi.

—— . . h.’
= DELLA LOMBARDIA E DELL'EMILIA ROMAGNA 25124 ERESCIA
" ” (italy)
| S BRUN UBERTINT

Specie

Negativi

Positivi

Totale

BOVINO

118

121

CANE

13

GATTO

1

LUPO

1

RATTO

1

RICCIO

56

56

TASSO

2

VOLPE

27

27

GATTO

1

O |O |0 |0 |0 |0 |0 |0 |N |w

LUPO 7
220

7
230

=
o

Totale

Anche i cinghiali presenti nel territorio di competenza IZSLER sono stati sottoposti a indagini per la
MA del di Somostatitcantrodlagj geinghialidellé
regioni Lombardia ed Emilia Romagna per la ricerca di anticorpi anti-gE e quando possibile la ricerca

all éinterno pi ano
del genoma virale tramite PCR real time. Di seguito vengono inoltre riportati i risultati delle indagini
sierologiche e di biologia molecolare eseguite nei cinghiali e il totale di campioni analizzati in PCR
divisi per provincia (tabella n. 4 e grafico n. 9,10,11,12).

Tabella n. 4 - Risultati delle indagini sierologiche e virologiche eseguite nei cinghiali nel periodo

1/10/2018 1 30/09/2019neil abor at or i del Il 61 ZSLER
Esaminati Positivi %
anticorpi gE 8376 1661 19,83%
PCR 151 4 2,65%

Grafico n. 9 - Numero totale di campioni di siero da cinghiale esaminati per ricerca anticorpi anti-gE
negli ultimi anni.

10000 totale campioni
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Grafico n. 10 i Numero di campioni sierologici da cinghiali testati per ricerca anticorpi anti-gE divisi
per provincia e per esito sierologico. |l periodo presso in considerazione va da 1/10/2018 al
30/09/20109.
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Grafico n. 11 - Prevalenza sierologica nei cinghiali negli ultimi cinque anni divisa per regione.
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Grafico n. 12 - Positivita sierologiche in percentuale osservate nei cinghiali divise per provincia e

per regione per | e due regione di competenza del |
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Le analisi sierologiche hanno evidenziato, come negli anni precedenti, una percentuale di positivita
molto superiore in tutte le provincie della Regione Emilia Romagna (32,2%) rispetto la Lombardia
(10,3%). La percentuale di positivita osservata in Lombardia dipende fondamentalmente dai
campioni raccolti nella provincia di Pavia dove storicamente la percentuale di cinghiali positivi & piu

elevata ed € molto simile a quella riscontrata in Emilia Romagna. Questo dato € da imputare

soprattutto all dappamd edhienciangtei dalai poelol azprovi nc
appenninica dove notoriamente il Wiures s emaenrelo | a d

precedente, é stata osservata anche una percentuale di positivita sierologica elevata (31%), in linea

con quelle rilevate in Emilia Romagna, nei cinghiali catturati nella provincia di Cremona, anche se il

numero di campioni prelevati non é risultato molto elevato. Anche in questo caso la percentuale di

positivita elevata e probabilmente da imputare a ci nghi al i appartenent.i a
appenninica.

Il nol t r ailevaré [a badsa percentuale di positivita alla PCR (2,65%) rilevata solo in quattro

cinghiali cacciati nelle provincie di Forli e Reggio Emilia. Tut t avia ¢c6 da tenere i
mancanza di campioni originati dalla Lombardia. Questo dato & conforme ai risultati rilevati nel corso

dell 6attivit”™ del P R-€efdéeniidiogicd tellasdifflisione defla MAdei cingréati o

in Italia. Infatti, nel corso del PRC sono state riscontrate positivita alla PCR solo in quelle zone dove

la positivita sierologica e piu bassa, in provincia di Brescia (Alpi Nord) e in provincia di Avellino

(AppenniniSud), ment r e n el doavaregelameate sirtlevaauhagercentuale sierologica
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elevata, la percentuale di positivita alla PCR é risultata 0% ma con un intervallo di confidenza da 0

a 3%. Questo ci permette di stabilire un valore di prevalenza virologica sotto il 3%.

5.2 - Analisi filogenetica
I campioni risultati positivi alla PCR per PRV sono stati inoculati sulla linea cellulare PK15 per
| 6i sol ament oiseguemziarheati. parziah di &lduni geni quali gC, gE, UL49.5 e US9 sono
stati eseguiti sul materiale patologico e sugli isolati per la caratterizzazione genomica dei ceppi. |
geni gC e gE sono risultati quelli piu informativi e in grado di differenziare i ceppi in diversi genotipi.
L 6 a n fildgénstica condotta sul gene gC ha rilevato in primo luogo una netta separazione tra i
ceppi circolanti nella popolazione suina italiana o nei cani presenti in aziende suine e i ceppi circolanti
nei cinghiali o nei cani da caccia. In secondo luogo, & stata rilevata negli ultimi dieci anni la
circolazione di ceppi tipicamente italiani che formano clades ben differenti rispetto i ceppi circolanti
nel territorio europeo. Nelld al ber o f i | o g e n(Bgura rc d) sidilevh la gresanga digtré
clades: A, B e Asia. | ceppi italiani appartengono tutti al clade A con eccezione di tre ceppi degli
anni 90 che appartengono al clade Asia. Al l dinterno del clade A
diversi:
- | ceppi originati da cinghiali europei, sopr attutto originati che
si differenziano in due lineaggi, 1 e 2
- | ceppi originati da cinghiali italiani e da cani da caccia che formano un clade indipendente,
che raggruppa solo ceppi italiani (Italian clade 1).
- | ceppi originati da suini italiani e da cani da allevamento isolati dopo il 2008 che formano
altro clade tipicamente italiano (Italian clade 2)
- | ceppi originati da suini italiani isolati fino al 2008 che sono altamente correlati con i ceppi
circolanti nei suini in Europa e America.
Il clade B raggruppa ceppi originati da cinghiali europei ma fondamentalmente appartenenti ai paesi
del | 6 Eur op a lldadecAsidirvace @fbrmato dai tre ceppi italiani degli anni 90 e dai ceppi
PRV altamente virulenti isolati recentemente in Cina.
Altri dati interessanti sono: i) la presenza di una sequenza originata nel 2017 da un cinghiale della
provincia di Brescia che risulta non correlata con i ceppi da cinghiale ma con i ceppi circolanti nei
suini italiani fino al 2008 e che sembravano ad oggi scomparsi; ii) la sequenza originata da un
cinghiale della regione FVG che risulta piu correlato con i ceppi PRV dei cinghiali circolanti in Europa

che con i ceppi italiani.
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Figuran. 17 Albero filogenetico basato nel sequenziamento parziale del gene gC
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Il gene gE e risultato essere un gene piu conservato e quindi meno informativo che il gene gC. Il
basso numero di siti informativi ha determinato per tanto un albero filogenetico con valori di boostrap
non molto elevati. Léanal i $.i2) hiafildvataglaepnesenza di 4 cladies |
denominati A, B, C e Asia, come riportato nel lavoro di Fonseca et al. (2010). Il clade Asia raggruppa
i ceppi circolanti in Asia includendo anche i ceppi ADV altamente virulenti segnalati recentemente in
Cina. Questo clade corrisponderebbe al cl ade

Tuttavia risulta molto interessante il f at tem

gen

Asi ¢

che

filogenetico gC vengono posti in un altro clade n

di un eventuale fenomeno di ricombinazione. Questa ipotesi dovrebbe essere in futuro approfondita

tramite il sequenziamento completo del genoma di uno d i guest.i ceppi e | danal.i

Per quanto riguarda gli altri cl| adancadaedrrisgprdeénrae r o f i

con i clade riportatdi nell 6al bero gC. I ceppi

formano parte del clade B insieme ai ceppi ADV circolanti nei suini circolanti in Europa e America. Il
clade A raggruppa invece i ceppi di riferimento Europei isolati in precedenza negli anni 60-80 e ceppi
originati da Sud-America. Il clade C era segnalato da Fonseca et al. (2010) come un nuovo clade
che includeva solo un ceppo isolato in Brasi
evidenziato invece che si tratta di un clade che raggruppa le sequenze italiane corrispondenti ai
clade italianile 2n e |l | 6 a | ibceppoobragjli@no del 1986 e i tre ceppi italiani del clade asiatico
nel | 6@d breattrodato interessante risulta la presenza di due sequenze originate da cinghiali
cacciati nella provincia di Brescia (Area 1),
nel 2012 (per | a qual e c &Gédtanainvdce altameme cbrielaticons cedpio

circolanti nei suini italiani fino al 2008 appartenenti al clade B.
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Figura n. 2 - Albero filogenetico basato nel sequenziamento parziale del gene gE
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5.3 - Validazione della matrice meat juice per ricerca anticorpi anti-gE nei cinghiali

La valutazione di una nuova matrice come il meat juice per la ricerca anticorpale nei cinghiali e stata
eseguita tramite il confronto tra la matrice oggetto di valutazione e il siero. Per questo studio sono
stati eseguiti degli esami sierologici in parallelo su sangue e su meat juice sugli stessi animali. In

totale sono stati testati 169 cinghiali per i quali erano disponibili sia il siero sia il meat juice. Le due
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matrici sono state testate in parallelo con la metodica ELISA per ricerca anticorpi anti-gE ed é stata

calcolata in seguito la concordanza tra le due matrici tramite il calcolo della K di Cohen. | risultati
delle due matrici con il kit ed il relativo valore di K di Cohen sono riportati nella tabella 5.
Tabella571 Concordanza tra le due matrici, siero e meat juice, testate con la metodica ELISA per la

ricerca anticorpi anti-gE

EL BS
CINGHIALI | mj
EL siero + - tot
+ 70 1 71
- 0 98 98
tot 70 99 169

K di Cohen: 0,99 (95%CI= 0,024)

Per l'interpretazione dei risultati viene considerata scarsa concordanza per K<0.2, concordanza
modesta per k compreso fra 0.2 e 0.4, concordanza moderata fra 0.41 e 0.61 ed infine buona tra
0.61 e 0.80 e concordanza eccellente per valori di k >0.80. Nelle prove eseguite & stato ottenuto un
valore medio di K=0,99, che indica quindi un livello di concordanza eccellente tra i due materiali
sottoposti ad analisi (siero e meat juice).

Sulla base di questi risultati si pud tenere in considerazione il prelievo del meat juice dal diaframma
che routinariamente viene prelevato dai cinghiali cacciati nel corso dei piani di monitoraggio per la
fauna selvatica per la ricerca della trichina. In questo modo con un unico prelievo si potrebbe
procedere anche alla ricerca degli anticorpi nei confronti del virus della malattia di Aujeszky senza

dover ricorrere al prelievo di sangue o nei casi in cui quella matrice non sia disponibile.
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