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Riassunto 

L’anemia infettiva equina è un’importante malattia virale che colpisce gli equidi. 

L’agente eziologico responsabile è un virus a RNA appartenente alla famiglia 

Retroviridae genere Lentivirus. L’anemia infettiva equina (AIE) si trasmette 

principalmente tramite inoculazione di sangue infetto soprattutto ad opera di insetti 

ematofagi vettori o per inoculazione iatrogena e utilizzo di emoderivati contaminati 

dal virus. In Italia sono stati registrati numerosi focolai a partire dal  2007 anno in cui 

è iniziato il programma di sorveglianza conclusosi nel 2012. Nel corso della suddetta 

attività di sorveglianza è stata osservata una sieroprevalenza marcatamente più 

elevata nei muli.  

Al fine di migliorare l’efficienza del programma Nazionale di Sorveglianza 

dell’Anemia Infettiva Equina (AIE) in Italia il Centro di Referenza per l’AIE 

(CRAIE) istituto presso l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Regioni Lazio e 

Toscana (IZSLT) ha adottato un sistema diagnostico a tre livelli basato sull’utilizzo 

in serie di tre test diagnostici: ELISA, AGID e Immunoblotting (IB). Dall’esame di 

circa 74880 campioni, principalmente raccolti da due regioni del centro Italia è 

emerso che 44 animali risultavano negativi al test AGID ma positivi al test 

ELISA/IB. La maggior parte di questi pattern di reattività sierologica (AGID negativi 

ELISA/IB positivi) sono state osservati nei muli. Considerata la scarsità di lavori 

scientifici riguardante gli aspetti epidemiologici, eziologici e clinici della malattia nei 

muli è stato eseguito uno studio osservazionale per meglio comprendere il ruolo del 

mulo nella persistenza e diffusione dell’infezione. Lo studio è stato incentrato 

sull’evoluzione clinica, ematologica, sierologica e virologica dell’AIE in muli 

naturalmente infetti a seguito di un trattamento farmacologico immunosoppressivo, 
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volto alla riattivazione virale. Il presente lavoro rappresenta il primo studio sulla 

riattivazione farmacologica dell’AIE in muli naturalmente infetti. 
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Anemia Infettiva Equina: caratteristiche della malattia 

L’anemia infettiva equina (AIE) o “febbre delle paludi”, come era indicata agli inizi 

del novecento, è un’importante malattia virale che colpisce gli equidi (cavallo, asino, 

mulo e bardotto) caratterizzata da una febbre intermittente, anemia e dimagramento 

progressivo dell’animale fino alla morte nei casi più gravi. 

Segnalata per la prima volta nel 1843 in Francia (Lignee, 1843). Nel 1904 Carre´ e 

Valle´ descrissero in modo più dettagliato la malattia differenziandone l’evoluzione 

in acuta, subacuta e cronica e notarono che la malattia era causata da un agente 

filtrabile. Nello stesso studio i due autori francesi riprodussero l’infezione 

sperimentalmente mediante l’inoculazione di piccoli quantitativi di sangue da un 

cavallo ad un asino e dimostrarono che gli equidi restano portatori anche dopo 

risoluzione della forma clinica (Vallè e Carrè, 1904), solo più tardi si comprese che 

nei soggetti asintomatici, il  genoma provirale rimane nei monociti del plasma e 

sangue periferico. Attualmente la malattia presenta una distribuzione quasi 

ubiquitaria, essendo stata riportata nel  Continente Africano, Americano ed 

Euroasiatico.  

In condizioni naturali la principale via di trasmissione è mediata dagli insetti vettori, 

in particolare i Tabanidi e pertanto la trasmissione è condizionata dalla stagionalità 

del vettore biologico. La via di trasmissione più efficiente e importante è 

rappresentata dalla via iatrogena, attraverso strumenti contaminati ed emoderivati. I 

casi di AIE verificatisi nel 2006 in Toscana ed Irlanda, furono associati all’utilizzo di 

emoderivati non controllati (More et al., 2008a, 2008b, 2008c). 

La via iatrogena sembra essere la via di trasmissione più efficiente. Studi scientifici 

hanno quantificato il volume di sangue che residua nell’apparato buccale di una 

mosca cavallina di medie dimensioni che è pari a 0,00001ml (Foil e al. 1987), 
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rispetto a quello che può rimanere in un ago ipodermico o su un dito di un operatore 

dopo aver pulito il sangue residuo in seguito a prelievo ematico giugulare che può 

avere un volume stimato di sangue tra  0,05 e 0,1 ml. In questo caso strumenti 

contaminati come il riutilizzo di un ago che può veicolare una quantità di sangue tra 

le 5*103 -104 volte superiore a quella di un tafano risulta estremamente efficiente 

come via di trasmissione. Inoltre l’infettività virale nell’apparato buccale di un 

insetto si riduce del 99% dopo appena un’ora fino a scomparire completamente dopo 

4 ore dal pasto di sangue dell’insetto, per contro il virus dell’AIE rimane vitale per 

almeno 96 ore in un ago ipodermico (Williams e al., 1981) 

Recentemente è stata anche ipotizzata la trasmissione con aerosol di sangue di 

soggetti con alti titoli virali affetti da grave epistassi. (more e al. 2008b) 

Studi sperimentali volti a riprodurre l’infezione sono stati prevalentemente condotti 

nelle specie equina e asinina. Infezioni sperimentali sono state eseguite in passato per 

confermare lo stato di portatore in cavalli che registravano reazioni falsamente 

negative al test AGID e per valutare la relazione esistente tra i risultati dell’AGID e 

la viremia da AIE negli equidi (Cook e al., 2013) 

L’ AIE, dopo un periodo d’incubazione variabile che oscilla generalmente tra 1 e 3 

settimane, ma può durare fino a 3 mesi, insorge come infezione di tipo acuto che si 

risolve generalmente in pochi giorni, e poi evolve in una forma asintomatica 

attraverso un’infezione cronica attiva, caratterizzata da episodi ricorrenti di febbre, 

trombocitopenia e anemia, associati a marcata replicazione del virus. Emorragie, 

edema e ittero prevalgono nella forma acuta dell’infezione in associazione a valori di 

temperatura rettale superiori a 39°C e valori nel conteggio delle piastrine inferiori a 1 

× 105 /µl.  Studi scientifici hanno dimostrato come i segni clinici della malattia 

compaiano quando la carica virale raggiunge un valore soglia che in infezioni 
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sperimentali di cavalli e pony corrispondono a 5*107 fino a 1*108 copie di RNA/ml 

(Cook e al., 2003). Al riguardo si evidenzia che il valore soglia dipende dal ceppo 

virale, dalla resistenza innata dell’animale alla malattia e dalla specie di equide.  In 

uno studio comparativo utilizzando un ceppo virulento dell’AIE, cavalli o pony (E. 

caballus) hanno manifestato una forma clinica di malattia da severa a letale, per 

contro asini infettati allo stesso modo (Equus asinus) sono rimasti clinicamente 

normali con un picco viremico mille volte inferiore a quello di E. caballus (Cook et 

al., 2001). Al momento non è noto se gli asini sono intrinsecamente resistenti alla 

malattia o se in passato questo virus è stato adattato ad una specie di equide e 

pertanto nono replica in maniera ottimale in un'altra.  

Tuttavia ceppi di AIE derivati da cavalli presentano un’equivalente tasso di 

replicazione in cellule macrofagiche (monociti derivati) sia di cavallo che di asino 

(Cook et al., 2001) suggerendo che il meccanismo protettivo negli asini non dipenda 

solamente da una restrizione cellulare dell’ospite asinino. 

I segni clinici associati con la forma acuta dell’AIE sono mediati dalle citochine 

infiammatorie come il tumor necrosis factor alpha (TNFα), l’interleuchina 6 (IL-6) e 

il transforming growth factor b (TGFβ) che vengono rilasciati quando la carica virale 

tessuto associata raggiunge determinati valori (Costa et al., 1997). 

Una volta in circolo IL-6 e TNFα possono indurre una risposta febbrile attraverso 

l’attivazione della catena dell’acido arachidonico e con conseguente aumento delle 

prostaglandine E2 (PGE2). La fase cronica della malattia evolve nella maggior parte 

dei soggetti in una forma inapparente o asintomatica. I sintomi scompaiono in genere 

entro un anno e il soggetto rimane portatore asintomatico dell’infezione per tutta la 

vita; la fase asintomatica dell’infezione è caratterizzata da una limitata replicazione 
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virale e l’assenza di manifestazioni cliniche è correlabile all’efficace attività 

immunitaria dell’ospite. 

Il ruolo dei soggetti asintomatici, siccome rappresentano la maggioranza, andrebbe 

inoltre ulteriormente indagato, poiché in questi casi il virus nel sangue è in quantità 

talmente bassa che in natura gli insetti ematofagi, in particolare i tafani, con difficoltà 

riescono ad assumerlo e inocularlo in un altro animale. A tal riguardo bisogna sempre 

tener presente che eventi stressanti (superlavoro, malattie intercorrenti, trattamenti 

cortisonici) possono riattivare l’infezione in qualsiasi momento. 

Il virus appartiene alla famiglia Retroviridae, genere Lentivirus ed ha come bersaglio 

principale le cellule della linea monocito-macrofagica (Oaks J.L. e al., 1998) le quali, 

essendo per lo più circolanti, distribuiscono il virus a tutti i distretti dell’organismo. I 

monociti sono permissivi all’ingresso del virus, ma è la differenziazione in macrofagi 

(Sellon D.C. e al., 1994) che ne consente la replicazione. In queste cellule il virus 

dell’AIE  integra il proprio genoma garantendo la sua persistenza. In un recente 

studio la replicazione virale è stata dimostrata anche nelle cellule endoteliali dei vasi 

renali di un portatore silente (Leroux e al., 2004). 

Lesioni caratteristiche della forma acuta e subacuta sono le emorragie su sierose e 

mucose, edemi, congestione splenica, splenomegalia, epatomegalia, steatosi, sangue 

rosa chiaro (anemia) e poco coagulabile (trombocitopenia). Nella forma cronica 

prevalgono invece i fenomeni iperplastici a carico di fegato, milza e linfonodi. In 

particolare la splenomegalie e l’epatomegalia sono esacerbate dalla trombocitopenia  

(Clabough e al., 1991). In aggiunta il legame della frazione C3 del complemento con 

gli eritrociti che si deposita anche a livello dei glomeruli renali, contribuisce non solo 

all’anemia emolitica ma provoca la presenza di granuli di emosiderina nei macrofagi 

del fegato, milza e linfonodi (Sentsui e Kono, 1987). Come per le altre infezioni 
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lentivirali si sviluppa sia una risposta cellulo-mediata che interviene nel controllo 

della fase acuta dell’infezione, sia una risposta umorale, che persiste per tutta la vita.  

A tal riguardo bisogna sottolineare che l’assenza di malattia negli equidi è correlata 

con una bassa carica virale tessuto associata (Harrold e al., 2000) ed è dipendente 

dalla presenza di linfociti T e B funzionali in associazione ad una risposta 

immunitaria adattativa. Quanto sopra trova riscontro dal momento che è stato 

osservato che puledri con disturbi congeniti della funzionalità dei linfociti T e B non 

sono in grado di controllare la viremia da infezione di AIE, ma a seguito di 

trasfusioni da donatori infetti i puledri riprendono il controllo della replicazione 

virale (Mealey e al., 2001; Perryman e al., 1988; Taylor e al., 2010), inoltre 

trattamenti immunosoppressori in cavalli asintomatici inducono recrudescenza della 

malattia con aumento della replicazione virale (Craigo e al., 2007a; Kono e al., 1976; 

Tumas e al., 1994). 

Negli equidi infetti la risposta anticorpale è particolarmente abbondante ed è  diretta 

soprattutto verso le proteine strutturali del virus quali la p26 o proteina capsidica 

(proteina CA) e le glicoproteine dell’envelope gp45, proteina trasmembrana (TM) e 

gp90, proteina di superfice (SU). A tal riguardo sebbene la proteina p26 è la proteina 

virale più abbondante, la risposta umorale contro la p26 è da 10-100 volte inferiore a 

quella nei confronti della gp45 e gp90, quest’ultimi compaiono dopo 2-3 mesi 

dall’infezione suggerendo che non sono responsabili del controllo degli episodi acuti 

della malattia (Hammond S.A. e al., 1997). Inoltre la recrudescenza della malattia è 

associata alla comparsa di stipiti virali antigenicamente diversi da quello di partenza 

che eludono gli anticorpi neutralizzanti suggerendo che tale risposta umorale è 

efficiente nel controllo della replicazione virale (Leroux e al., 2001).Pertanto il ruolo 
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degli anticorpi neutralizzanti nel controllo della replicazione virale rimane ancora 

non chiaro e complesso. 

La diagnosi su base anatomo-clinica è praticamente impossibile per la varietà e 

gravità dei sintomi clinici che si possono registrare in corso di infezione (Leroux e 

al., 2004) 

La diagnosi dell’AIE si basa principalmente sull’impiego di metodi sierologici (Issel 

e al., 1999). L’AGID nella sua variante (Agid Coggins e Agid qualitativa) rappresenta 

il metodo ufficiale, cosi come previsto dal D.M. del 4/12/1976 (Profilassi dell'anemia 

infettiva degli equini) tra le indagini sierologiche per la diagnosi di AIE e tra l’altro è 

il metodo prescritto dal manuale OIE  (2013) per le movimentazioni internazionali. 

Tale metodica presenta un’elevata specificità e costituisce l’unica prova che è stata 

correlata con la presenza del virus nel sangue, com’è stato dimostrato nelle infezioni 

sperimentali sull’equino (Pearson et al., 1971).  

L’ ELISA rappresenta uno strumento molto utile per la diagnosi di AIE da applicare 

soprattutto in fase di screening; l’adozione di piani di monitoraggio per l’AIE a 

livello nazionale ne favorisce l’impiego in misura sempre crescente per le 

caratteristiche di elevata sensibilità e rapidità di esecuzione del test, associate alla 

possibilità di ottenere un risultato oggettivo (Issel e al., 2012). 

Il limite del test ELISA è il possibile riscontro di falsi positivi, per cui la positività 

deve essere confermata mediante l’AGID. 

Il Manuale dell’OIE prevede l’impiego del Western Blot (Issel e al., 1987) come 

tecnica sierologica alternativa all’AGID, per la conferma della positività in maniera 

efficace nei casi di esiti discordanti tra AGID ed ELISA. 

Indipendentemente dalla metodica, un importante limite delle prove sierologiche è 

legato all’esistenza di un periodo finestra di almeno due settimane dal contagio. In 
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questo caso il soggetto, pur avendo infezione e attiva replicazione virale in atto, non 

ha ancora anticorpi in circolo e con le prove sierologiche risulterà pertanto negativo. 

In ragione di ciò sono sempre più frequenti il ricorso e lo sviluppo di sistemi di 

diagnosi diretta per accertamenti di tipo virologico. In quest’ambito, le tecniche 

molecolari altamente sensibili e specifiche hanno dato grande impulso al settore, 

consentendo di rilevare la presenza di infezioni virali che altrimenti sfuggirebbero 

con le prove convenzionali (Capomaccio et al., 2012; Cappelli et al., 2011; Cook e 

al., 2002; Dong et al., 2012b; Langemeier e al., 1996; Nagarajan and Simard, 2001; 

Quinlivan e al., 2007). 

La diagnosi virologica è al tempo stesso problematica (Hines and Maury, 2001), 

perché in vitro l’isolamento virale è tecnicamente complicato. 

Altrettanto oscuro è l’utilizzo dei test di diagnostica molecolare sia per la variabilità 

genetica del virus che può essere di tipo geografico che individuale dal momento che 

nell’animale infetto alcune regioni del virus subiscono una notevole variazione nel 

corso del tempo e sia come notevole variabilità nella carica viremica RNA/DNA 

provirale durante l’infezione (Leroux et al. 2004). Pertanto per un buon successo dei 

saggi basati sull’utilizzo della PCR è necessario identificare regioni molto conservate 

del genoma virale, un processo non agevole dal momento che le sequenze virali 

pubblicate sono molto ridotte e perlopiù di regioni diverse del gene gag. Non bisogna 

sorprendersi se alcuni saggi di PCR sono specifici del ceppo virale per le quali sono 

stati disegnati (Cook e al., 2002). Un altro problema nello sviluppo dei saggi di 

diagnostica molecolare per AIE e che devono possedere un’adeguata sensibilità 

perché a seguito dell’esposizione iniziale al virus e con la fine dei segni clinici, la 

viremia e la carica virale tessuto associata si porta a livelli molto bassi (Cook et al., 

2003; Harrold et al.,2000). Così come molto bassa è la carica viremica nei portatori 



 

13 
 

asintomatici, la fase in cui la maggior parte dei equidi infetti vengono identificati. 

Pertanto, la sensibilità diventa particolarmente importante se il saggio diagnostico 

deve essere impiegato come test di screening.  

Nonostante queste considerazioni, un discreto numero di saggi di PCR sono stati 

descritti per rilevare gli acidi nucleici virali in matrici di animali naturalmente infetti   

(Capomaccio et al., 2012; Cappelli et al., 2011; Dong et al., 2012b; Nagarajan and 

Simard, 2001; Quinlivan et al., 2007) e alcuni di questi saggi sono stati impiegati per 

rilevare l’infezione in equidi nella fase di potatore inapparente. 

Il saggio di PCR descritto da  Nagarajan e Simard (2001) si è rivelato molto utile nel 

rilevare il DNA provirale nelle cellule mononucleate del sangue periferico di equidi 

sieropositivi in Canada. E sebbene i primers impiegati in questo saggio siano  

attualmente raccomandati dall’OIE per rilevare il  virus dell’AIE, lo stesso saggio 

non è altrettanto valido per rilevare il DNA provirale in equidi positivi in Europa  

(Cappelli e al., 2011) e in Giappone  (Dong et al., 2012b) molto probabilmente per 

una significativa variazione nella sequenza target dei primers. Successivamente sono 

stati sviluppati altri saggi di PCR e sono stati riportati come essere molto utili nel 

rilevare gli acidi nucleici virali in equidi sieropositivi in situazioni in cui la sequenza 

genomica del virus è sconosciuta (Capomaccio et al., 2012; Cappelli et al., 2011; 

Dong et al., 2012b; Quinlivan et al., 2007). Inoltre molti di questi saggi di PCR 

hanno mostrato una buona correlazione con i test sierologici convenzionali anche con 

campioni raccolti da equidi portatori inapparenti (Cappelli et al., 2011; Dong et al., 

2012b). Bisogna dire che questa correlazione è stata osservata solo per la messa in 

evidenza del DNA provirale e non per RNA virale plasma associato (Cappelli et al., 

2011). La spiegazione di questo è che la quantità di DNA provirale nei monociti 

circolanti è molto più alta della carica ematica di RNA virale in equidi con infezione 
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inapparente. Sebbene gli autori di tali PCR sostengono di averle messe a punto a 

partire dalle sequenze depositate in banche dati, bisognerebbe condurre degli studi in 

tutto il mondo per stabilire se questi recenti saggi di PCR siano in grado di rilevare 

tutti o la maggior parte dei ceppi circolanti del virus dell’AIE. Ovviamente bisogna 

ribadire al riguardo che le sequenze disponibili in banca dati relativamente al virus 

AIE sono ancora troppe poche. Per quanto sopra esposto i casi sospetti e i programmi 

di sorveglianza per il controllo dell’AIE si basano ancora sui test sierologici (Issel et 

al.,1999) impiegando metodi raccomandati dal manuale OIE (2012 a,b). 
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Situazione epidemiologica Nazionale* 

A partire dal 1994, con il mercato unico comunitario, decade l’obbligo di controllo 

degli equidi per Anemia, pertanto per più di due decenni la situazione epidemiologica 

nazionale è rimasta sconosciuta. Successivamente, come già descritto, a seguito di 

numerosi casi clinici e positività sierologiche registrati nell’estate 2006, il Ministero 

della Salute ha reso obbligatorio, il controllo sierologico di tutta la popolazione 

equina nazionale. A seguito di queste disposizioni reiterate fino al 2012 si è passati 

dal controllo di circa 40.000 equini nel periodo 2000-2005 ai 233.064 soggetti 

controllati nel 2007, 258.270 nel 2008, 237.279 nel 2009, 235.000 circa nel 2010, 

167871 e 196266 nel 2012. 

Tale attività ha rilevato una prevalenza grezza della malattia nei cavalli con valori di 

inferiori allo 0,5% in 17 regioni. Complessivamente nel periodo 2007-2012 la 

prevalenza nazionale dei cavalli è passata da 0,21% (IC95% 0,19-0,23) nel 2007 a 

0,07% (IC95% 0,04-0,13) nel 2011 per arrivare a 0,04% (IC95% 0,01-0,08) nel 

2012. Mentre le prevalenze grezze mostravano valori inferiori allo 0,5%, le Regioni 

Molise e Abruzzo hanno evidenziato percentuali di equidi positivi assai superiori. 

Nel 2007 le percentuali di positività per le due Regioni erano rispettivamente  pari 

all’1% e 3,7%. In particolare la popolazione equina Abruzzese ha contribuito in 

modo sostanziale al dato di prevalenza complessivo. Infatti tale Regione nel 

quinquennio di sorveglianza ha registrato mediamente il 40% del totale di equidi 

positivi per anno, pur contribuendo al campione nazionale degli equidi esaminati nei 

singoli anni appena sopra il 4%. Infine non sono risultati trascurabili i dati di 

positività registrati nelle Regioni Lazio e Toscana che hanno rappresentato 

rispettivamente circa il 20% e il 10% del totale nazionale di equidi positivi. 

  

*fonte dati CRAIE 
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Nel grafico 1 si riporta la distribuzione dei campioni analizzati con il numero degli 

cavalli positivi nel quinquennio del Piano Nazionale di sorveglianza della malattia. 

Grafico 1: specie cavallo - campioni ematici analizzati e positivi nel periodo 2007-
2012 
 

 

 

 

 

 

 

 

Nel grafico 1 si osserva una riduzione del numero di equidi sottoposti a controllo, nel 

2011 rispetto agli anni precedenti con una stabilizzazione del dato nel 2012. La 

riduzione è determinata dal diradamento delle attività di sorveglianza disposto dal 

Ministero della Salute nelle Regioni con bassa incidenza a partire dall’anno 2010.  

La rimodulazione basata sull’analisi della situazione epidemiologica, emersa dopo il 

primo biennio, ha previsto una riduzione dei controlli con cadenza bi-annuale su tutti 

gli equidi stanziali di età superiore a 6 mesi, ad eccezione delle regioni Abruzzo, 

Lazio, Molise e Umbria, dove la periodicità dei controlli è rimasta annuale. Inoltre la 

periodicità dei controlli è stata annuale anche per tutte quelle aziende, che 

indipendentemente dalla Regioni, allevavano muli, questo in funzione del fatto che il 

rischio maggiore d’infezione riguarda le tipologie di allevamento con coesistenza di 

muli. 

Nel grafico 2 viene illustrato l’andamento della prevalenza di campioni positivi, con 

una tendenza alla progressiva e significativa diminuzione. Nel grafico si rileva che il 
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reale abbattimento delle prevalenza per AIE nei cavalli si riferisce all’anno 2009 

rispetto al biennio precedente. Nel successivo triennio la sieroprevalenza rimane 

sostanzialmente costante e risulta comunque tale da rappresentare, nel dato cumulato 

nazionale, uno stato di apparente infezione sporadica. 

Grafico 2: specie cavallo - prevalenza annuale di campioni ematici positivi 
confermati dal CRAIE nel periodo 2007-2012 
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territorio nazionale. Nonostante la natura provvisoria di alcuni dati di prevalenza 

regionale, dovuta al non completo screening della popolazione in alcune regioni, tale 

suddivisione può fornire alcune indicazioni operative circa la gestione futura della 

sorveglianza. Nel grafico 3 si riporta  il numero complessivo nazionale di campioni 

ematici di mulo analizzati e quelli confermati positivi nel periodo 2007-2012 

Grafico 3: specie mulo - campioni ematici analizzati e positivi confermati dal 
CRAIE nel periodo 2007-2012 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nel grafico 4 si riporta l’andamento delle prevalenza di campioni positivi. 

Grafico 4: specie mulo - prevalenza annuale di campioni ematici positivi confermati 
dal CRAIE nel periodo 2007-2012 

 

 

 

 

 

 

 

10,27 10,52

4,81 4,70

2,08
1,72

0

2

4

6

8

10

12

14

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

ANNO

P
R

E
V

A
L

E
N

Z
A

 %

2007-2012: MULI

2.784

2387

1.299

2.202

2.634

1.772

27

130

106

277

182

41

0

500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

2007 2008 2009 2010 2011 2012

Anno

N
 e

sa
m

in
at

i

0

50

100

150

200

250

300

N
 p

os
iti

vi

esaminati

positivi



 

19 
 

Dal grafico 4 si osserva come la prevalenza di campioni positivi si attesta intorno al 

10% nel biennio 2007-2008 per passare a valori prossimi al 5% nel biennio 2009-

2010 e attestandosi a valori del 2,08% nel 2012. Pertanto nell’ibrido mulo è stata 

osservata una progressiva e sostanziale diminuzione della prevalenza con due punti 

di flessione significativi: 

• tra 2008 e 2009 (Chi Square Yates corrected; 52,7; p<0,00000) 
• tra 2010 e 2011 (Chi Square Yates corrected; 31,8; p<0,00000) 

 

Inoltre la distribuzione annuale delle prevalenze di campioni positivi di muli per AIE 

in base alla  regione di provenienza conferma quanto osservato nella specie cavallo 

circa l’evidente concentrazione delle positività nelle regioni dell’Italia Centrale. 

 Per contro la specie asinina si è dimostrata nel quinquennio in esame a basso rischio 

di AIE. 

Nel grafico 5 si riporta la distribuzione dei campioni analizzati della specie asinina. 

Nel periodo 2011-2012 sono stati analizzati 28.601 campioni appartenenti alla specie 

asino, 6 dei quali confermati positivi dal CRAIE (0,02%). 

Grafico 5: specie asino - campioni ematici analizzati e positivi confermati dal 
CRAIE nel periodo 2007-2012 
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Nel grafico 6 si riporta l’andamento delle prevalenze di campioni positivi nel periodo 

2007-2012. Complessivamente sono stati esaminati 69667 campioni ematici della 

specie asino con un totale di 29 soggetti positivi. 

Grafico 6: specie asino - prevalenza annuale di campioni ematici positivi confermati 

dal CRAIE nel periodo 2007-2012 
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Complessivamente possiamo affermare che i trend osservati nella popolazione di 

capi e aziende controllati nel biennio 2011-2012 hanno evidenziato un progressivo e 

costante abbattimento dei livelli di occorrenza di AIE sul territorio nazionale, 

nonostante la conferma di cluster di infezione del centro-sud Italia (mappe 1A, B, C 

e D). Tale quadro risulterebbe congruo rispetto all’efficacia delle misure di controllo 

messe in atto, con conseguente progressiva riduzione delle fonti di infezione 

rappresentate dagli animali infetti. Considerando inoltre come la malattia sia 

connessa a meccanicismi di trasmissione in natura poco efficienti (insetti vettori 

meccanici), la riduzione delle fonti di contagio prefigura ripercussioni favorevoli sul 

futuro quadro epidemiologico dell’AIE. Tenuto conto che la popolazione generale di 

equidi è stata sottoposta a controllo solo a partire dal 2007, il dato di prevalenza delle 

prime 2 annualità (2007-2008) risultava verosimilmente costituito in maggioranza da 

campioni positivi “prevalenti”, ossia da campioni di equidi mai testati prima, i quali 

avevano contratto l’infezione negli anni antecedenti il 2007. Le stime di prevalenza 

di campioni positivi del secondo biennio (2009-2010) venivano quindi interpretate 

come migliore espressione dell’incidenza dell’infezione, spiegata da 2 possibili 

motivazioni: 

• il riscontro di campioni di equidi testati e negativi in precedenza i quali 

avevano contratto infezione a partire dal 2008; 

• il riscontro di nuovi casi su capi di nuovo arruolamento e non testati nel 

corso degli anni precedenti.  

Nelle mappe che seguono si riporta la distribuzione geografica delle aziende con 

almeno un equide confermato positivo nel corso dell’ultimo biennio del piano di 

sorveglianza nazionale. 

 



 

22 
 

Confronto del rischio per Anemia Infettiva Equina tra cavalli e muli         

      

Nel corso del periodo 2007-2012 la prevalenza cumulativa di campioni positivi per i 

muli è risultata decisamente più elevata rispetto ai campioni esaminati della specie 

cavallo. Utilizzando i dati relativi ai controlli svolti nel periodo 2007-2012, è stato 

stimato il rischio per AIE in funzione della specie di appartenenza dei campioni. 

Sulla base delle prevalenze di campioni positivi per AIE osservate nelle 2 specie, è 

stata “misurata” l’eccedenza di rischio di risultare positivi per AIE dei muli rispetto 

ai cavalli. Tale verifica è stata effettuata per ogni annualità mediante calcolo 

dell’Odds Ratio – O.R. ponendo come riferimento i dati (N° positivi e N° analizzati) 

relativi ai cavalli rispetto ai muli. In tabella 1 si riporta la sintesi dei campioni 

negativi e positivi confermati dal CRAIE per i muli ed i cavalli e calcolo di O.R. 

(stima del rischio per i muli rispetto ai cavalli). Nel grafico 7 sono riportate le OR 

calcolate per ogni anno di riferimento. 

Tabella 1:  campioni ematici negativi, positivi confermati dal CRAIE e prevalenza in 
base a specie nel periodo 2007-2012 – OR (IC95%) mulo rispetto a cavallo per ogni 
annualità 2007-2012 

 

 

 

 

 

 

positivi negativi prevalenza % O.R. limite inf. limite sup.
cavallo 477 221.439 0,21 baseline

mulo 182 1.590 10,27 53,14* 44,31 63,71

cavallo 454 242.352 0,18 baseline

mulo 277 2.357 10,52 62,64* 53,57 73,46

cavallo 219 224.099 0,10 baseline

mulo 106 2.096 7,38 51,75* 40,59 65,94

cavallo 223 234.036 0,10 baseline

mulo 130 2.654 4,81 51,41* 41,02 64,4

cavallo 106 154.059 0,07 baseline

mulo 41 2.346 1,72 25,4 17,7 36,5

cavallo 67 177.623 0,04 baseline

mulo 27 1.272 2,08 56,3 43,9 72,04
2012

2010

2011

2009

IC 95%campioni

2007

2008



 

23 
 

Grafico 7: specie mulo e cavallo – 2007-2012 stima del rischio per AIE (Odds 
Ratio) -  mulo rispetto a cavallo  

 

 

 

 

 

 

 

 

Per ogni annualità, nel periodo 2007-2012, i campioni della specie mulo hanno 

mostrato un rischio significativamente più elevato di risultare positivi per AIE 

rispetto ai campioni della specie cavallo. Nonostante le prevalenze osservate per i 

campioni di entrambe le specie hanno mostrato un trend significativo di riduzione nel 

corso del quinquennio, il notevole eccesso di rischio per AIE nei muli si è mantenuto 

nell’intero periodo di osservazione.  
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Mappa 1A 
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Mppa 1B 
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Mappa 1C 
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Come si evince dalla mappe esposte la prevalenza della malattia risulta 

particolarmente alta nell’Italia Centrale, nelle Regioni Abruzzo, Molise, Umbria e 

Lazio. Pertanto il prossimo programma di Sorveglianza, partendo dalla situazione 

epidemiologica emersa nel periodo 2007-2012 potrà essere mirato: per specie a 

maggior rischio, per zone a maggior prevalenza, e per quelle regioni in cui la 

percentuale delle strutture che detengono equidi controllate è risulta assai inferiore 

alle strutture presenti. 

Mappa 1D 
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SEZIONE SPERIMENTALE 

Premessa 

L’attività sperimentale della presente tesi è stata svolta dal sottoscritto presso i 

laboratori dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Regioni Lazio e Toscana – 

Centro di Referenza per l’Anemia Infettiva Equina (CRAIE) – partecipando al 

progetto di ricerca corrente finanziato dal Ministero della Salute dal titolo “Anemia 

infettiva degli equini: valutazione di un nuovo protocollo di screening  

nell’attuazione del Piano di sorveglianza nazionale e verifica della concordanza fra 

metodiche disponibili; studio dei principali fattori di rischio nei cluster geografici di 

infezione; valutazioni cliniche, immunologiche e virologiche in equidi naturalmente 

infetti”. 

In seguito ai casi clinici e positività sierologiche per AIE, riscontrati nella primavera 

del 2006,  su soggetti sottoposti a inoculazioni di plasma infetto, non essendo stato 

possibile in prima istanza risalire al numero di lotti infetti e alla loro distribuzione sul 

territorio Nazionale, a partire dal 2007, il Ministero della Salute aveva emanato un 

Piano di Sorveglianza, rendendo obbligatorio l'esecuzione dei controlli sierologici 

annuali per l'AIE su tutti gli equidi di età superiore a sei mesi. Questa intensa attività 

di sorveglianza aveva portato ad evidenziare cluster di infezione in alcune regioni 

dell’Italia centrale interessando soprattutto i muli. 

A questo punto bisognava capire se i tassi di prevalenza osservati fossero 

riconducibili ad una effettiva maggiore sensibilità di questo ibrido nei confronti 

dell’infezione oppure ad un differente grado di esposizione ai fattori di rischio. Al 

tempo stesso risultava che il quadro epidemiologico dell’AIE nel mulo era pressoché 

ignoto sia  perché un vero e proprio controllo dell’infezione nella popolazione di 

muli nazionale non era mai stato condotto su base sistematica e sia perché le 
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disposizioni vigenti relative all’AIE erano state indirizzate alla verifica dello stato 

sanitario di animali da movimentare. Tale situazione potrebbe aver determinato una 

“libera” e progressiva circolazione del virus nel mulo.  

Infine la letteratura scientifica relativamente all’AIE nell’ibrido mulo relativamente 

ai quadri clinici, immunologici e virologici dell’infezione è risultata molto carente. 

Ad oggi risulta descritto solo uno studio sull’infezione sperimentale condotta tra 

l’altro su un numero estremamente limitato di soggetti e per un periodo di follow-up 

insufficiente a chiarire gli aspetti patogenetici di un’infezione da retrovirus, per 

contro molto più esaustiva risulta quella relativa alla specie equina ed asinina.  

Per aumentare l’efficienza del piano di sorveglianza, l’Istituto Zooprofilattico delle 

Regioni Lazio e Toscana (IZSLT) per gli esami sierologici di routine dell’AIE, e il 

CRAIE per i campioni inviati per la conferma diagnostica della Malattia aveva 

adottato un sistema diagnostico a tre livelli simile a quello descritto da Issel e al. 

(1999). Tale sistema aveva portato ad individuare 44 sieri come ELISA/IB positivi  

AGID negativi tra i 74880 campioni esaminati nel biennio 2009- 2010. 

Dal momento che l’analisi di questi campioni aveva dimostrato che la frequenza di 

esiti ELISA/IB positivi AGID negativi era significativamente più alta nei muli che 

nei cavalli. (Odds ratio = 103 95% IC 76.22–139.2) e considerato che questa 

evenienza avrebbe potuto rendere la diagnosi sierologica di AIE più problematica nel 

mulo (E. caballus x E. asinus) e data la scarsità di informazioni relative all’AIE nei 

muli, abbiamo sentito l’esigenza di condurre lo studio osservazionale oggetto della 

presente tesi. 
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Obiettivo del presente lavoro:  

• condurre uno studio osservazionale longitudinale su un gruppo di 10 muli 

naturalmente infetti; 

•  verificare correlazione tra la viremia plasma associata e la reattività 

sierologica; 

• verificare se pattern di positività molto deboli al test AGID fossero 

associati all’elusione del controllo del virus dell’AIE associati ad un 

ridotto rischio di trasmissione. 
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Materiali e Metodi 

Animali utilizzati nel progetto 

Lo studio è stato condotto su 10 muli identificati da 1 a 10. Gli animali sono stati 

acquistati da 5 differenti focolai registrati in 5 diverse ed adiacenti provincie 

dell’Italia Centrale. Sebbene gli animali provenissero da focolai indipendenti, la 

localizzazione geografica degli stessi era in un’area relativamente ristretta, 

rappresentata dall’area dorsale dei pre-Appennini dell’Italia Centrale come riportato 

nella mappa 2. 

Mappa 2: Province di provenienza degli animali arruolati per lo studio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’età degli animali variava in un ampio intervallo, con il mulo n. 2 di 2 anni, i muli 

n.1,5,6,7,9 e 10 con un’età tra 8 e 13 anni, il n.8 di 17 anni e i muli n.4 e 3 di  22 e 30 

anni rispettivamente. Gli animali sottoposti ad osservazione erano suddivisibili in 

due gruppi di cinque animali ciascuno. Il gruppo P composto da cinque soggetti con 

una chiara reattività sierologica positiva a tutti e tre i test impiegati nel sistema 

diagnostico a tre livelli e il gruppo N composto da cinque soggetti negativi o con una 
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reattività dubbia al test AGID definita anche in modo più oggettivo come score < 1, 

come riportato nello schema di classificazione dello score in Figura 1A. 

I pozzetti riportati nella figura 1A sono i pozzetti nei quali è distribuito il campione. 

In pratica il siero in esame è  disposto tra due pozzetti contenenti il siero positivo di 

lavoro. Il pozzetto contente l’antigene è disposto al centro, all’opposto del pozzetto 

contenente il campione, come riportato nella figura 1B (rappresentazione schematica 

della distribuzione dei campioni in esame con metodo AGID). 

Le figure di positività presentate nella figura 1A rappresentano il grado di positività 

al test AGID e sono classificata da 5 a 1. Il simbolo “Neg viene anche espresso come 

“0” mentre con lo score 1 corrisponde alla reazioni con positività molto deboli. Le 

reazioni riportate  nella figura 1 con i numeri da  ‘‘1’’ e ‘‘5’’ corrispondono a reazioni 

da considerare positive al test AGID. 

Figura 1A: Schema di score per la classificazione delle reazioni nel test AGID.  

 

Figura 1B: rappresentazione schematica della distribuzione dei campioni in esame 
con metodo AGID. 
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Il gruppo P comprendeva i muli numerati con 1,2,4,9 e 10 e il gruppo N i muli 

3,5,6,7 e 8. Nella tabella 2 si riporta il riepilogo delle caratteristiche generali del 

gruppo di animali osservati e il profilo di reattività sierologica all’AIE. 

Tabella 2. Caratteristiche relative ad età, sesso e reattività sierologica e durata del 
trattamento immunosoppressore del gruppo di muli utilizzati nel lavoro. 

Numero identificativo del 

mulo
età sesso

reattività sierologica 

(ELISA/AGID/IB
a
)

Durata del trattamento 

Immunosopprsore in giorni

1 12 femmina +/2/+ 8

2 2 femmina +/3/+ 10

3 30 femmina +/0/+ 10

4 22 femmina +/3/+ 10

5 9 femmina +/1/+ 10

6 8 femmina ±/0/+ 10

7 11
maschio 

castrato
+/1/+ 10

8 17 femmina +/1/+ 10

9 11 femmina +/2/+ 10

10 7 femmina +/3/+ 10  
aRisultati sierologici in ELISA e IB riportati qualitativamente come positivo (+) o negativo (-). La 
reattività in AGID è riportata come score punteggio da 1 a 5 come descritto nella figura 1A. I muli con 
score 0 o 1 sono rispettivamene mulo 3 e 6 e mulo 5, 7 e 8. 
 
 

Tutti i muli risultavano positivi in ELISA e IB ad eccezione del mulo n° 6 che 

reagiva negativamente al test ELISA ed AGID. Dopo un iniziale periodo di 

osservazione di 56 giorni, gli animali sono stati sottoposti ad immunosoppressione 

(IS) con desametasone, per un periodo di 10 giorni, per verificare se la risposta 

clinica, umorale e virologica fosse simile a quella precedentemente riportata nei 

cavalli (Kono et al., 1976; Craigo et al., 2007). 

Prima di procedere allo studio gli animali sono stati testati per le malattie infettive di 

maggior rilevanza nella specie equina quali Equine Herpes Virus 1 e 4 (EHV 1 e 4) e 

piroplasmosi al fine di verificare se la loro presenza potesse influenzare l’evoluzione 

dello studio osservazionale. 

Al reclutamento, definito come il giorno in cui gli animali sono stati arruolati 

dall’azienda di origine, tutti i soggetti erano positivi a Babesia caballi o Theleria equi 

oppure ad entrambi gli emoparassiti nei test ELISAs commerciali (Babesia 
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equi/caballi Antibody test Kit, cELISA–VMRD, Inc.®) effettuati in accordo alle 

istruzioni riportate dal produttore. Per questo motivo, tutti i soggetti sono stati 

sottoposti una settimana prima che iniziasse lo studio osservazionale ad un 

trattamento con Imidocarb (Intervet®) con il dosaggio indicato dal produttore. 

Durante tutta la fase sperimentale gli animali sono stati esaminati con cadenza 

settimanale per le infezioni sostenuta da EHV-1 e 4 usando un saggio di Real-time 

PCR (RT-PCR) così come descritto da Damiani e al. (2005). 

A partire dal giorno del reclutamento gli animali sono stati stabulati in una struttura 

coperta. 

Le procedure relative al governo degli animali e alla sperimentazione sono state 

condotte sotto supervisione veterinaria e in accordo con la normativa comunitaria 

vigente sugli animali da sperimentazione.  

Per tutta la durata dello studio sono state adottate misure di biosicurezza per azzerare 

il rischio di trasmissione della malattia, specialmente rappresentato da quello 

iatrogeno. Inoltre sebbene lo studio sia stato effettuato in un periodo non coincidente 

con quello di attività degli insetti vettori, i muli sono stati regolarmente trattati con 

insetto repellenti, Tri-Tec 1 (Farnam®). 

Si riporta a seguire un riepilogo dello stato sanitario degli animali al giorno del 

reclutamento. 

MULO 1: risultava positivo per entrambe le piroplasmosi, debolmente positivo per  

EHV-1 1 e positivo per EHV- 4, positivo per AIE anche in AGID con score 2.  

MULO 2: questo mulo partiva negativo per entrambe le piroplasmosi, debolmente 

positivo per EHV-1 e positivo per AIE anche in AGID con score 3. 
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MULO 3: l’animale risultava sieropositivo per arterite virale, positivo per B. caballi, 

negativo per Theleria equi, debolmente positivo per gli herpes e negativo per AIE in 

AGID.  

MULO 4: siero-negativo agli agenti infettivi presi in considerazione, positivo AIE 

con score AGID pari a 3. 

MULO 5:tale mulo partiva positivo per entrambe le piroplasmosi, debolmente 

positivo per  EHV-1 e 4, negativo in AGID. 

MULO 6: questo mulo partiva positivo per B. equi, debolmente positivo per  EHV 1 

e positivo per EHV-4, negativo in AGID. 

MULO 7: quest’animale partiva positivo per B. equi, debolmente positivo per  EHV-

1 e positivo EHV- 4, negativo in AGID. 

MULO 8: soggetto positivo per entrambe le piroplasmosi al momento 

dell’arruolamento, positivo per  EHV-1 e 4, debolmente positivo in AGID. 

MULO 9: Animale positivo per entrambe le piroplasmosi, positivo per  EHV-1 e  4, 

debolmente positivo in AGID. 

MULO 10: mulo positivo per B. equi, positivo per  EHV-1 e 4, positivo in AGID. 

Raccolta campioni per esami di laboratorio 

I muli sono stati controllati quotidianamente per un totale di 84 giorni per sintomi 

indicativi di AIE (Leroux et al. 2004): alterazione dello stato generale dell’animale, 

febbre, anemia, edema e ittero. La temperatura rettale è stato misurata 

giornaliermente e sempre alla stessa ora.  

Campioni di sangue con e senza acido etilendiamminotetracetico (EDTA) sono stati 

raccolti quotidianamente dalla vena giugulare in tubi venoject®  per le indagini 

sierologiche e virologiche. Da ciascun campione con anticoagulante sono stati 

ottenuti il plasma ed i leucociti (buffy coat) nel seguente modo: un volume di cinque 
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ml di sangue è stato sottoposto a centrifugazione per 5’ a 500g al fine di separare il 

plasma dagli eritrociti. Successivamente il plasma è stato trasferito in una nuova 

falcon e sottoposta a centrifuga per 30’ a 1200g in questo modo il plasma ottenuto, 

privo della frazione cellulare, è stato raccolto e stoccato. Il pellet di leucociti 

rimanente è stato sospeso in un volume di 0,5 ml di terreno di trasporto costituito per 

il 50% da PBS (phosphate buffer solution) contenente  Penicillina G pari a 10.000 

IU/ml, Streptomicina pari a  0,01 g/ml e infine  Amfotericina B 0.25 mg/ml e il 50% 

da glicerolo. Inoltre sempre quotidianamente, tamponi nasali sono stati raccolti da 

tutti i soggetti per verificare la presenza di EHV-1 e 4 ed immersi in terreno di 

trasporto. Dopo una notte di incubazione a 4°C i tamponi sono stati centrifugati per 

20’ a 1000g e il surnatante trasferito in nuove provette. Tutti i campioni sono stati 

stoccati a – 80°C fino al giorno dell’esame. 

Il siero è stato ottenuto dai campioni di sangue previa centrifugazione per 10 minuti a 

179g, il surnatante è stato raccolto e conservato a –80°C. 

Inoltre campioni di tessuto (in caso di eutanasia/abbattimento del soggetto) 

provenienti dai seguenti organi: Milza; linfonodi mediastinici e mesenterici; Timo; 

Fegato; Polmone; Rene; Cervello; Midollo spinale; Cuore; Ghiandole surrenali sono 

stati raccolti e stoccati a –80°C per essere sottoposti a prove d’isolamento del virus e 

di biologia molecolare. 

I campioni prelevati destinati all’esame istopatologico sono stati fissati in formalina 

con lo scopo di preservare il meglio possibile i tessuti.  

Conta piastrinica 

Trombocitemia: il conteggio delle piastrine è stato eseguito su campioni di sangue 

intero prelevati mediante provette contenenti EDTA con la stessa cadenza con la 

quale sono stati effettuati i rilievi termometrici. In considerazione del fatto che il 
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numero di piastrine per µl di sangue varia entro limiti molto ampi nelle singole 

specie e che le piastrine subito dopo il prelievo tendono a impilarsi e quindi la 

valutazione spesso potrebbe risultare sottostimata, come per la misurazione della 

temperatura corporea è stata costruita una baseline di riferimento prima dell’inizio 

del trattamento farmacologico con un valore limite inferiore fissato intorno a 1 × 

105/µl. Per la conta delle piastrine (PLT) è stato impiegato un contatore automatico 

Cell-Dyn 3700 (ABBOTT). 

Immunosoppressione farmacologica 

La metodica di immunosoppressione utilizzata è stata quella descritta da Kono e al. 

(1996) e Tumas e al. (1994). La durata del trattamento per ciascuno animale è stata 

calcolata in base alla risposta di ipersensibilità ritardata cellulo mediata (DTH= 

Delayed Type Hypernsensitivity). 

 Tutti i soggetti sono stati inoculati per via intramuscolare con Desametazone (DMZ) 

(Rapison®) al dosaggio di 0.11 mg/kg di peso corporeo/giorno a partire dal 57 giorno 

dell’inizio dell’esperimento. 

 Valutazione dell’immunosoppressione  

Al fine di verificare l’efficacia del trattamento IS sono state effettuate prove di 

intradermoreazione utilizzando come allergo-aptene la fitoemaglutinina (PHA 

phytohemagglutinin) (PHA – Sigma®). Le prove di intradermoreazione sono state 

eseguite su tutti i muli sia prima che dopo il trattamento di IS per misurare la risposta 

immunitaria istogena, evidenziabile clinicamente quale espressione di una reazione 

d’ipersensibilità di tipo ritardato come descritto da Baus e al. (1996)  

Per misurare in modo specifico l’intensità della reazione DTH, provocata dalla 

risposta immunitaria cellulo-mediata (Cellular Mediated Immunity-CMI) e 

differenziare in tal modo reazioni DTH da quelle di generiche di flogosi locale anche 
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in considerazione del fatto che l’aumento dello spessore della plica cutanea può 

essere dovuto anche al lento riassorbimento del volume d’inoculo è stata impiegata 

l’intradermoreazione comparativa (IDC) che prevede l’inoculazione contemporanea 

in due zone distinte del collo di 50µg di PHA (PHA – Sigma®) in 1 ml di soluzione 

salina e 1ml di soluzione salina tal quale e il confronto delle relative reazioni. 

La misurazione dell’incremento dello spessore della plica cutanea è stata misurata 

con cutimetro  a distanza di 24 ore dall’inoculazione dell’antigene e la valutazione 

quantitativa della reazione DTH è data dal rapporto tra la reazione PHA e quella di 

controllo. 

Un aumento di 5 mm o più dello spessore della piega cutanea nel punto 

d’inoculazione della PHA e di 2mm in quello della soluzione salina associato a segni 

clinici riferibili a una reazione infiammatoria locale è correlato a una buona risposta 

CMI dell’individuo prima del trattamento con desametazone. Dopo il trattamento con 

desametazone il rapporto tra le due reazioni deve essere < 1. L’inoculazione 

intradermica di PHA, contrariamente a prove allergiche come la reazione 

tubercolinica, non provoca una desensibilizzazione marcata che si manifesta con la 

diminuzione o addirittura la scomparsa della reattività ad una successiva 

inoculazione eseguita anche a distanza di diverse settimane. Ciò ha permesso di 

ripetere la prova a intervalli di pochi giorni l’una dall’altra in modo da monitorare la 

risposta CMI prima e dopo l’immunosopressione. Nel caso specifico sono stati 

effettuati i seguenti controlli: 

• La prima intradermoreazione è stata eseguita sei giorni prima dell’inizio del 

trattamento con desametazone; 

• La seconda intradermoreazione è stata eseguita all’inizio del trattamento con 

desametazone; 
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• La terza intradermoreazione è stata eseguita al termine del trattamento con 

desametazone; 

• La quarta e ultima intradermoreazione è stata eseguita a distanza di una 

settimana dal termine del trattamento con desametazone. 

I muli sono stati controllati quotidianamente riguardo ad eventuali reazioni avverse 

legate al trattamento. 

Analisi sierologica 

I campioni di siero raccolti a partire dal reclutamento degli animali e durante la fase 

di studio sono stati esaminati sierologicamente con l’impiego del sistema diagnostico 

a tre livelli. 

I metodi sierologici usati nello studio sono stati i seguenti: C-ELISA (ELISA), 

immunodiffusione in gel di agar (AGID) e immunoblot (IB). La scelta di utilizzare 

tali prove sierologiche è dovuta al fatto che esse sono contemplate nei piani di 

monitoraggio e sorveglianza nazionale.  

L’antigene usato per l’ELISA e il test AGID è la p26 ricombinante prodotta come 

segue: la sequenza del ceppo Wyoming del virus AIE di riferimento è stata usata per 

il clonaggio è l’espressione della proteina capsidica  p26 (Genbank accession 

number: M16575; K03334; M11337; M14855). La sequenza codificante per la 

proteina p26 è stata amplificata  a partire da un frammento di 1547-paia di base (bp) 

BamHI-XbaI, clonata nel vettore  pGEM-3Zf (+/-) (Langemeier et al., 1996) 

gentilmente fornito dal Dr. F R. Cook (Gluck Equine Research Centre, University of 

Kentucky, USA). I primers per l’amplificazione della sequenza della proteina p26 

sono riportati di seguito. Questi primers sono stati modificati all’estremità 5’, 

introducendo un sito di restrizione per il successivo clonaggio. Le sequenze di 

primers sottolineate corrispondono al sito di restrizione per  NcoI (p26U) e  XbaI 
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(p26L). I primers riportarti in parentesi si riferiscono al genoma del ceppo Wyoming 

del virus AIE (Genbank accession number: M16575): (p26U): A TCC ATG GTA 

GAT GGG GCT GGA AAC AG (ceppo Wyoming  position number, 838–865), 

(p26L): AG TCT AGA TTA AAG TGC TTT TGC CAA TAA CA, 

(ceppo Wyoming position number, 1553–1522). 

La mix di amplificazione è stata preparata come segue: 1ng of pGEM-3Zf (+/-) 

1547-bp BamHI-XbaI construtto; 40 µM each dNTP, 0.2 µM di ciascun primers 

p26U e  p26L, 3 U di Ultma DNA pol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 

DNA pol Ultma buffer 1X; 1.5 mM MgCl2, e aggiunta di acqua (H2O-DEPC) per 

raggiungere un volume totale di 100 µl. La PCR è stata effettuata  utilizzando il 

seguente profilo termico: 80 8C for 5 min; 95 8C for 1 min; 25 cicli a: 94 8C for 30 

s, 55 8C for 45 s, 72 8C for 45 s; ciclo finale a 72 8C for 7 min. I prodotti della  PCR 

sono stati digeriti con enzimi di restrizione  Nco1 e XbaI e successivamente clonati 

in un vettore di espressione  pTHIO-HIS (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA), seguendo le istruzioni del produttore. Le proteine espresse da vettore 

pTHIO-HIS sono state fuse all’estremità N- terminale per una versione modificata di  

E. coli thioredoxin (TrxA, molecular weight of 12 kDa). 

Sotto il controllo di un promotore trc. Il construtto risultante (pMTR1) è stato usato 

per trasformare E. coli ceppo TOP10 (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad,CA, 

USA). 

Le colonie trasformate sono state fatte crescere su un terreno selettivo contenente 

ampicillina, seguendo procedure standard (Sambrook et al., 1989). Le colonie 

trasformate sono state selezionate per la presenza di pMTR1 con un’analisi con 

enzimi di restrizione del DNA plasmidico e purificato con kit commerciali  (Plasmid-

Mini Kit, Qiagen, Hilden,Germany), seguendo le indicazioni del produttore. 
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L’identità e la sequenza dell’inserto clonato è stata controllata mediante il 

sequenziamento utilizzando un ABI310 - Applied Biosystems DNA sequencer. I 

ceppi di E. coli TOP 10 (pMTR1) clonati sono stati fatti crescere in brodo Luria 

contenente ampicillina e l’espressione delle proteina di fusione, clonata sotto il 

controllo del promotore trc è stata indotta mediante aggiunta di mM isopropyl-b-

thiogalactopyranoside. Le colture cresciute in sospensione sono state centrifugate per 

10 min a 2000g a 4°C e il pellet è stato risospeso in 20 mM Tris/HCl pH 8, 2,5 mM 

EDTA, 5 mM imidazole, come indicato dal kit di espressione (Invitrogen, Life 

Technologies, Carlsbad, CA, USA). Dopo tre passaggi di sonicazione di 20 secondi 

ciascuno, la sospensione è stata sottoposta a tre cicli di  congelamento e 

scongelamento a -80°C e +37 °C. Il lisato batterico è stato successivamente 

centrifugato a 12.000g per 10 min a 4°C. In seguito sia il surnatante che il pellets 

sono stati controllati con la metodica immunoblotting per verificare la presenza della 

proteina ricombinante p26 usando un siero positivo di referenza internazionale 

acquistato dal National Veterinary Services Laboratories, USDA. La proteina rilevata 

nel surnatante del lisato batterico aveva il peso molecolare di circa 38 kDa così come 

atteso. 

Come prescritto dal manuale OIE, un totale di 800 campioni (400 positivi e 400 

negativi) di equidi raccolti durante le attività di screening di campo è stato utilizzato 

per calcolare rispettivamente sensibilità e specificità diagnostica della proteina 

ricombinante p26 usata nel test AGID e C-ELISA, a tal fine è stato usato come 

metodo di referenza il test AGID impiegando come antigene il virus dell’AIE ceppo 

Wyoming coltivato in colture cellulari. La specificità e la sensibilità diagnostica per 

il test AGID è stata del 100%, mentre per il test C-ELISA, la sensibilità è stata del 

100% mentre la specificità è stata del 80.3%. In quest’ultimo caso, il fatto che la 
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specificità fosse più bassa non è stato considerato fattore critico dal momento che il 

C-ELISA è stato utilizzato come metodo di screening e pertanto tutti i campioni 

positivi sono stati confermati con altri test quali AGID e IB. 

Di seguito si riporta una breve descrizione dei metodi utilizzati nel sistema 

diagnostico a tre livelli. 

I sieri sono stati utilizzati con il metodo AGID descritto dal manuale OIE (OIE, 

2012). I campioni sono stati testati non diluiti. La lettura delle piastre è effettuata 

dopo 24–48 ore d’incubazione. I risultati sono stati espressi con lo score da 0 a 5 

sulla base della posizione della linea di precipitazione come riportato nella figura1A 

e descritto da Issel e al., (1999). 

Il metodo  C-ELISA è stato utilizzato come descritto da Scicluna e al., (2008) e Issel 

e al., (2013) con le seguenti modifiche: ciascun siero è stato diluito per raddoppio 

partendo da due separate diluizioni di 1/4 e 1/6 fino alla diluizione di 1/1024 e 

1/1536 al fine di ottenere diluizioni intermedie fra le due serie. Nel dettaglio la 

metodica  C-ELISA consiste nel sensibilizzare Nunc Maxisorp ® plates 

(“micropiastre di rilevamento”) per 16-24 ore a 4° C con un anticorpo monoclonale 

(Mab) diretto contro uno degli epitopi della p26, diluito in soluzione glicerina-PBS. 

Tale anticorpo svolge la funzione di “catcher”. Al termine della fase di adsorbimento 

del Mab catcher alla “micropiastra di rilevamento”, una “miscela p26 ricombinante-e 

il siero in esame” presenti nella  “piastra di contatto” nella quale sono inseriti anche i 

controlli della reazione (controllo antigene, controllo di siero positivo, controllo di 

siero negativo, controllo bianco) viene trasferita alla “micropiastra di rilevamento”  

precedentemente adsorbito con il Mab catcher. Viene infine aggiunto il secondo Mab 

definito tracer, coniugato con l’enzima perossidasi (HRP). L’eventuale presenza, nel 

siero in esame, di anticorpi diretti contro la p26, ostacolerà l’interazione tra la p26 
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ricombinante con il Mab catcher. In questo caso  si avrà l’inibizione dello sviluppo 

della colorazione, che dovrebbe seguire all’aggiunta del substrato cromogeno 

dell’HRP. La positività di un campione determina quindi l’inibizione dello sviluppo 

della colorazione. La reazione è letta allo spettrofotometro che rileva le assorbanze 

dei pozzetti (DO) a una lunghezza d’onda di 492 nm. 

I risultati sono stati interpretati utilizzando la seguente equazione: Percentuale 

d’inibizione (PI) = 100 - (OD media dei campioni /OD media dei controlli negativi X 

100).  

Il campione è considerato negativo se la PI è inferiore al 30%, positivo se la PI è 

maggiore del 50%, dubbio se la PI è compresa tra il 30 e il 50%. Il titolo di un siero è 

rappresentato dal  reciproco della più alta diluizione ancora positiva. 

Le membrane utilizzate nell’IB sono state fornite dal Dr. C.J. Issel (Gluck Center, 

KY, USA) e i dettagli della preparazione e della procedura IB utilizzata sono quelli 

descritti da Issel e Cook (1993) e Issel e al., (1999), con le seguenti modifiche: le 

membrane di partenza sono state tagliate in strisce dalla larghezza di 0,5 cm ed 

utilizzate per ogni singolo campione. 

Il siero di ogni campione è stato testato alla diluizione di  1/20 in n un volume finale 

di 450 µl. Siero coniugato di coniglio anti IgG di cavallo (Sigma®) è stato utilizzato 

alla diluizione d’uso in un volume finale sempre di 450 µl. I sieri sono stati 

considerati positivi se presentavano un’intensità di colore > a quella dei controlli 

positivi  per quanto riguarda le bande corrispondente alle principali proteine del virus 

dell’AIE quali la p26, così come per almeno una delle due proteine dell’envolepe del 

virus AIE (gp90 and gp45). Gli stessi campioni sono stati esaminati ad una diluizione 

maggiore di 1/80, al fine di rilevare variazioni temporali della reattività per le tre 
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principali proteine del test IB ed eventuali differenze derivanti dall’oscuramento di 

tali proteine alla diluizione 1/20. 

I campioni di ciascun mulo sono stati processati nei confronti dei tre metodi 

sierologici tutti insieme nello stesso giorno. I sieri erano esaminati tutti insieme su di 

un’unica piastra per quanto attiene alla C-ELISA e sulla stessa membrana se trattati in 

IB con l’intento di eliminare possibili variabilità derivanti dall’esame dei campioni in 

tempi differenti.  

Analisi virologica 

Stima della carica virale plasma associata  

Il plasma raccolto durante il periodo di osservazione è stato esaminato per stimare la 

carica viremica (vRNA) plasma associata, usando una Real-time PCR quantitativa 

(qRT-PCR) come descritto di seguito, diretta per una regione del gene tat dell’esone 

1 del virus AIE. Il RNA totale è stato estratto da un volume di plasma pari a 140 µl 

utilizzando il kit QIAamp1 Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden,Germany) come 

riportato dalle indicazioni del produttore ed impiegando un estrattore automatico 

QIAcube®. Il RNA è stato estratto in doppio da ciascun campione e la sua 

concentrazione è stata misurata utilizzando un spettrofotometro. 

Il RNA estratto è stato utilizzato subito oppure conservato a -80 °C fino agli esami 

successivi. 

La trascrizione inversa è stata effettuata utilizzando un High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 200 ng del RNA 

estratto contenuto in un volume di 30 µl, con l’aggiunta dei seguenti reagenti: 6 µl di 

10X random hexamer primers, 6 µl 10X RT-Buffer, 2.4 µl dNTP mix 100 mM, 3 µl 

of 5 U Multi Scribe Reverse Transcriptase e 12.6 µl di H2O-DEPC ottenendo un 

volume totale di mix di reazione uguale a 60 µl. La sintesi del cDNA è stata eseguita 
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utilizzando un termociclatore a 96 pozzetti - AB Veriti 96 well ThermalCycler 

(Applied Biosystems, Carlsbad, USA) con il seguente ciclo termico: 25 °C per 10 

min, 37 °C per 120 min, 85 °C for 5 min. I primers e le sonda per la qRT-PCR sono 

stati disegnati in collaborazioni con il Dr. F.R. Cook (Gluck Center, KY, USA), sulla 

sequenza altamente conservata della regione dell’exone 1 del gene tat del genoma 

virale, attraverso l’allineamento delle sequenze del virus AIE pubblicate in GenBank 

(Accession Numbers:AB008197, AF327877, AF033820, JX480631, JX480632, 

JX480633, JX480634), amplificando una regione di 119 bp. La posizione e la 

sequenza dei primers  e delle sonda sono le seguenti e sono riferite ai ceppi di AIE 

britannici EIAVuk strain – GenBank no. AF016316: MkIII Forward: 50-GGC GCC 

CGA ACA GGG ACC-30 (EIAVuk position number, 310–327).MkIII Reverse: 50-

TGG CCA GGA ACA CCT CCA GAA GAC-30 (EIAVuk position number, 405–

428). La sonda è la seguente EIAV (LNA) Fluorescent:50-FAM–T[+G]A ACC 

T[+G]G [+C]TG ATC G[+T]AG[+G]A-30BHQ 1 (EIAV uk position number, 353–

373). 

Per la PCR quantitativa è stato utilizzato un kit  TaqMan® Universal PCR Master 

Mix kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) con la seguente composizione: 

12.5 µl of TaqMan®2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA), 900 nM of forward primer, 900 nM of reverse primer, 300 nM di 

sonda, 5 µl di cDNA e H2O-DEPC per ottenere un volume totale di 25 µl. La qRT-

PCR è stata effettuata utilizzando un  AB 7900HT Fast Real-Time PCR System con 

il seguente ciclo termico: 50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min, e 50 cicli a  95 °C per 

15 s, 52 °C per 30 s e 60 °C per 1 min. In ciascun ciclo di qRT-PCR un controllo 

interno opportunamente quantificato, sviluppato come descritto di seguito, è stato 

incluso per stimare la carica virale come copie di RNA/ml di campione di plasma. 
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Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando un ABI 7900HT Sequence Detection 

Systems software package ver. 2.4 (AppliedBiosystems, Foster City, CA, USA). 

 

Messa a punto del controllo interno per la qRT-PCR 

I prodotti della RT-PCR relativi alla coppia di primer del virus AIE MkIII, ottenuti 

dal mulo n°  4, sono stati purificati utilizzando il QIAquick® PCR Purification kit 

(Qiagen, Hilden,Germany) e sono stati clonati in pCRII-TOPO vector-TOPO TA 

Cloning® Dual Promoter kit (Invitrogen, Life Technologies,Carlsbad, CA, USA). 

Una reazione di legame è stata utilizzata per trasformare le cellule competenti ONE 

SHOT TOP 10 (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seguendo le 

indicazioni fornite dal produttore. La presenza dei prodotti della PCR clonati è stata 

verificata attraverso il sequenziamento del plasmide utilizzando sia la coppia di 

primers EIAV MkIII sia dei primers interni al vettore pCRII-TOPO. Il  DNA 

plasmidico utilizzato per la trascrizione in vitro è stato purificato con il kit Nucleo 

Spin Plasmid kit (Macherey-Nagel, Dùren, Germany), linearizzato con il clivaggio 

mediante l’enzima di restrizione EcoRV e la concentrazione  è stata misurata con lo 

spettrofotometro  (Bio Photometer, Eppendorf, Hamburg, Germany). La trascrizione 

in vitro è stata effettuata con il kit MEGA Script1T7/Sp6 kit (Ambion, Austin, Texas, 

USA) seguendo le indicazioni del produttore, utilizzando come templato un 1 mg del 

DNA plasmidico linearizzato. IL RNA trascritto in vitro è stato trattato con  2 U di 

DNAse I (Ambion,Austin, Texas, USA) per 6 h a 37 °C. Successivamente 

all’inattivazione il RNA è stato purificato con l’aggiunta di acetato di ammonio e di 

etanolo e la mix è stata incubata per 30 min a 20 °C. Il pellet di RNA è stato 

risospeso in H2O-DEPC e conservato a –80 °C fino all’utilizzo. Prima del 
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congelamento il numero di molecole di RNA è stato calcolato sulla base della 

concentrazione del RNA misurata utilizzando lo spettrofotometro. 

Il limite di rilevamento (LOD) è stato determinato utilizzando il RNA trascritto in 

vitro e generato con i primers del virus AIE ( EIAV MkIII). Aliquote del RNA diluito 

in base a log10 sono state preparate per coprire un range di diluizioni tra 3,77 x109 

fino a  1 copia/µl di RNA e conservate a –80 °C in un volume di 5 µl e usati una sola 

volta. Il test per il LOD è stato effettuato in tre indipendenti occasioni e il valore di 

Ct (ciclo soglia - threshold cycle) è stato usato per la costruzione della curva 

standard.  La soglia  limite è stata settata nella fase esponenziale della reazione e il 

valore Ct più alto di 45 è stato considerato negativo. 

La curva standard è stata ottenuta dalla linea di regressione lineare attraverso i punti 

della curva dei Ct rispetto al logaritmo della concentrazione del controllo interno 

standard.  

La quantità di RNA nei campioni sconosciuti è stata ottenuta interpolando la curva 

standard con i valori di Ct ottenuti per ciascun campione e corretta per ottenere le 

copia di  RNA per µl di plasma. Il valore di Ct per ciascun campione è stato calcolato 

sulla media ottenuta dall’esame di ciascun campione estratto ed esaminato in doppio. 

Real time PCR per EHV-1 e 4 

La Real time PCR per EHV-1 e 4 è stata effettuata come descritto da Damiani e al. 

nel 2005. Il DNA totale è strato estratto da 140 µl del surnatante del tampone nasale, 

utilizzando il kit  QIAamp® Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) 

seguendo le indicazioni del produttore ed impiegando un estrattore automatico 

QIAcube®  e la sua concentrazione è stata misurata allo spettrofotometro. I primers e 

le sonda sono stati disegnati sulla base di una regione conservata della glicoproteina 

E. La sequenza e la posizione dei primers è la seguente: EHV Forward primer – 
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50-CCACGGCTAGGAGAGCACTT-30,  

EHV Reverse primer –50-CKRGTCCAAGCTCCCAACTCT-30, EHV-1 sonda 50-

FAMTCGGGCACAAAAT-MGB-30,  

EHV-4 sonda 50-VIC-ATCCATCTGAGGCAACAA-MGB-3’. La posizione sul 

virus EHV-1 V592 (GenBank AY464052)  del primers senso è da 135,198 a 135,217, 

per il primers antisenso è da 135,275 a135295 e per la sonda è stata di 229 a 135,241. 

La posizione sul virus EHV-4 (NS80567-Genbank AF030027) per il primer senso è 

da 133,697 a 133,716, per il primers antisenso la posizione è da 133,774 a 133794 e 

per la sonda da 133,752 a 133,769. 

Per la Real Time-PCR, TaqMan® Universal PCR Master Mix kit (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) è stata usata la seguente composizione: 12.5 µl 

of TaqMan1 2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,CA, 

USA), 900 nM del primer senso, 300 nM del primer antisenso primer, 120 nM della 

sonda EHV-1, 240 nM della sonda EHV-4, 5 µl del cDNA e H2O-DEPC per un 

volume finale di 25 µl. 

L’amplificazione è stata ottenuta utilizzando un  AB 7900HT Fast Real-Time PCR 

System with con il seguente profile termico: 50 °C per 2 min, 95 °C per 10 min, e 45 

cycles di 95 °C per 15 s e 60 °C per 1 min. 

Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando un sequenziatore ABI 7900HT Sequence 

Detection Systems software package ver. 2.4 (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA). 

Sequenziamento dei amplificati ottenuti alla nested-PCR 

Il sequenziamento preliminare è stato effettuato su di una regione di 313 bp del gene 

gag del DNA provirale estratto dai leucociti al momento del reclutamento degli 

animali impiegando una nested PCR come descritto da Cappelli e al. (2011), alla 
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quale sono state apportate piccolissime modifiche. Il DNA genomico è stato estratto 

dai leucociti utilizzando un kit QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany), 

seguendo le indicazioni del prodottore. I primers utilizzati per la  nested-PCR sono 

stati quelli riportati da Cappelli et al. (2011) che li aveva disegnati utilizzando gli 

allineamenti dei virus dell’AIE isolati in Asia, Nord America e Europa. Le mix delle 

due PCR sono state preparate utilizzando Platinum® Pfx DNA Polymerase kit 

(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). La master mix per la PCR 1 e 2 

è stata composta da 5 µl di 10X Buffer, 0.5 mM di dNTPs,2 mM MgSO4, 0.025 

U/ml della  Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, Life Technologies, 

Carlsbad, CA,USA), e  H2O-DEPC per un volume totale di 50 µl. 

Per il primo ciclo di PCR sono stati usati 0.2 mM del primer senso (EIAV DNA ITA 

F 50-GAATGGAGCAAAGCGCTCA-30), 0.2 mM del primers antisenso (EIAV 

DNA ITA R 50- CTGCCCAGGCACCACATCTA-30) e 5 µl del cDNA mentre per il 

secondo ciclo di PCR sono stati utilizzati 0.2 mM del primer senso  (EIAV DNA ITA 

NSTD F 50-TGTGGGCGCTAAGTTTGGTG-30) e 0.2 mM del primer antisenso  

(EIAV DNA ITA NSTD R 50-TTTCTGTTTCCAGCCCCATC-30) e 5 µl del 

prodotto della prima PCR. L’amplificazione è stata effettuata utilizzando gene 

Amp®PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e il profilo 

termico utilizzato sia per la prima che per la seconda è stato il seguente: 94 °C per 10 

min; 35 cycles per 94 °C per 15 s (PCR1)/20 s (PCR2), 52 °C per 30 s, 72 °C per 40 

s (PCR1)/30 s (PCR2) ed una estensione finale a 72 °C per 10 min. La lunghezza 

delle sequenze amplificate  è stata rispettivamente di 547 bp per la  PCR1 e di 313 bp 

per la PCR2. 

Successivamente i prodotti della nested-PCR sono stati purificati utilizzando il kit 

QIAquick PCR Purification kit (Qiagen, Hilden,Germany) e sono stati sequenziati 
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utilizzando la coppia dei primers interni della nested-PCR e il kit Big Dye 

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit, version 3.1 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) con un sequenziatore automatico (ABI PRISM1 310 Genetic 

Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA,USA). Le sequenze nucleotidiche 

sono state comparate con quelle pubblicate in GenBank con l’ausilio del software 

Nucleotide Blast (BLASTn) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

Risultati 

Profilo clinico e verifica della immunosoppressione farmacologica indotta 

In nessun mulo oggetto del nostro studio è stata rilevata malattia al momento 

dell’arruolamento e nessun  segno clinico comunemente associato all’Anemia 

Infettiva Equina è stato rilevato durante i primi 56 giorni di osservazione. 

La condizione osservata appena descritta conferma la supposizione che tutti i muli 

erano nello stadio di portatore inapparente del virus dell’AIE e con un controllo 

attivo della replicazione virale. Il trattamento con Desametazone è stato effettuato in 

tutti i muli fino a quando il rapporto DTH tra lo spessore della plica cutanea indotta 

dalla PHA e il controllo  era < 1. Con la sola eccezione del mulo 1 in cui IS è stata 

ottenuto con 10 giorni di trattamento con Desametazone, nel resto del gruppo il 

rapporto   DTH è stato ottenuto con un trattamento della durata di 8 giorni.  

Inoltre non sono stati rilevati effetti collaterali comunemente associati ai trattamenti 

IS, come l’incremento del battito cardiaco. 

Successivamente al trattamento IS sei muli hanno presentato uno stato febbrile 

transitorio registrando temperature di 39 °C. Tale segno clinico è stato considerato 

correlato con la malattia AIE (Leroux et al., 2004). L’IS ha indotto anche la 

recrudescenza del virus EHV-1. Tale riattivazione è stato osservata solo in un singolo 



 

51 
 

tampone nasale del mulo 6 raccolto al 12° giorno post IS e pertanto EHV-1 non è 

stato considerato come causa di febbre. Nonostante la presenza del virus EHV-1, il 

mulo n° 6 non ha sviluppato alcun sintomo chiaro di malattia. 
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Si riporta di seguito un riepilogo delle manifestazioni cliniche rilevate in ogni 

animale nel periodo successivo al trattamento IS - tabella 3. 

MULO 1: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE, se non una lieve depressione del sensorio la 

settimana successiva al trattamento con Deametazone. 

MULO 2: nel corso della sperimentazione ha evidenziato costantemente una 

lieve/moderata anemia successiva al trattamento con cortisonici, particolarmente 

evidente 10 giorni dopo trattamento IS fino alla macellazione. 

MULO 3: durante lo studio ha evidenziato costantemente una depressione del 

sensorio  e una lieve anemia/ittero dopo il  trattamento IS. 

MULO 4: in seguito al trattamento IS ha evidenziato una depressione del sensorio  e 

una lieve anemia/ittero/edema del petto in particolare ad una settimana di distanza 

dal trattamento IS. 

Figura 2: verifica dell’immunosoppressione DHT 
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MULO 5: nel corso della sperimentazione ha evidenziato costantemente una 

lieve/moderata anemia/ittero dopo il  trattamento IS, in particolare la settimana 

successiva al trattamento. 

MULO 6: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE, se non una lieve anemia la settimana successiva al 

trattamento IS. 

MULO 7: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE. 

MULO 8: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE. 

MULO 9: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE. Anemia e ittero rilevati saltuariamente nel periodo 

successivo al trattamento IS. 

MULO 10: durante il corso della sperimentazione non ha evidenziato sintomatologia 

clinica rilevante riferibile ad AIE. Anemia rilevata saltuariamente nel periodo 

immediatamente successivo al trattamento IS. 
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Tabella 3: riepilogo delle osservazioni cliniche successivamente al trattamento IS 
con relativa legenda 

D.P.IS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
9   H                 
10                   P 
11   A, 

D 
              P 

12   A                 
13     A D A         A 
14   A A D           A 
15 D   A   J,P,D   D   D   

16     A,D A J     A     
17 D   D D             
18 H A J A   A     A A 
19   A   A,J A A,J         
20 D A A,J E,A A A   A A   
21   A A E A           
22   A     A           
23     D               
24   A     A       J   
25     D A,D             
26     D               
27   A     A                                                                                                                                                                       

legenda 

  febbre         A anemia H iperemia 
  trombocitopenia   D depressione J ittero 
  febbre e trombocitopenia   P polipnea E edema 

 

Si riportano, per ogni singolo animale, i grafici relativi ai rilievi clinici per quanto 

riguarda la misurazione della temperatura rettale (espressa in gradi celsius sull’asse 

delle ordinate a destra) e i valori del conteggio delle PLT(1*105/µl sull’asse delle 

ordinate a sinistra), osservati nei 27 giorni successivi al trattamento IS (giorni post 

trattamento IS -D.P.I.S.- sull’asse delle ascisse). Nelle tabelle 4 e 5 si riportano 

rispettivamente i muli che hanno avuto trombocitopenia (valori inferiori a 1*105/µl) 

e temperatura rettale superiore a > 39°C. 
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Tabella 4: riepilogo dei soggetti con livelli di PLT al di sotto del valore di 
riferimento 1*105/µl successivamente al trattamento IS. 

 Muli 

D.P.IS. 1 2 3 4 5 9 10 
8       5       
14 75 10 13 7 11 8 13 
15 43   17 6 8   7 
16 58   62   5     
17 75       96     
18 45   69 99 78     
19 90             
20 95             
24     95         
28     17         

 

Tabella 5: riepilogo dei soggetti con temperatura rettale superiore a 39°C 
successivamente al trattamento IS. 
 

 Muli 

D.P. IS. 1 2 3 4 5 10 

9           40.1 
10           40.5 
11   39.5 39.5 39.7   40.6 
12       39.9 40.1 39.1 
13 39.5       39.9   
14 41.1       40.4   
15 41       40.1   
16     39.6   39.3   
17     39.7 39.2     
21             
22             
23             
24             
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Risposta sierologica  

I risultati dell’analisi sierologica al test AGID e quelli al test C-ELISA sono riportati 

rispettivamente nella tabella 6 e 7. I dati presentati si riferiscono alle osservazioni 

cliniche effettuate una settimana prima e quattro settimane dopo la prima 

somministrazione di desametazone perché gli esiti sierologici antecedenti ai periodi 

sopra riportati sono identici a quelli rilevati al 7 giorno precedente al trattamento IS. 

I risultati degli esami sierologici al test AGID sono stati classificati facendo la 

somma dei punteggi degli score nel periodo di riferimento. Anche per il test C-

ELISA è stata fatta la stessa cosa ma riportando il reciproco della diluizione ottenuta 

al test. 

I risultati classificati in questo modo hanno portato a designare due livelli di reattività 

negli animali oggetto di studio, un gruppo ad alta reattività, definito come gruppo P 

che include i muli 1, 2, 4, 9 e 10 ed un gruppo a bassa reattività gruppo  N, che 

include i muli 3, 5, 6, 7 e 8. 

Gli animali classificati nel gruppo P ed N con il test AGID e quelli classificati con il 

test C-ELISA erano gli stessi, come riportato nella tabella 6 e 7, indicando una 

correlazione della reattività rilevata dai due metodi sierologici. Al tempo stesso è 

importante notare che gli animali che nella tabella 2 sono stati descritti avere una 

reazione negativa al test AGID sono gli stessi di quelli inclusi nel gruppo N. 

Inoltre abbiamo rilevato che il trattamento IS ha avuto un minimo impatto sulla 

risposta umorale. I muli del gruppo N, soggetti 3 e 6 sono rimasti negativi al test 

AGID, mentre il mulo 7 ha registrato un positività con score 1 altalenante, invece il 

mulo 8 ha mantenuto una debole positività pari ad 1 per tutto il periodo di 

osservazione successivo al trattamento IS. Solo per il mulo 5 è stata registrata un 
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aumento della risposta umorale al test AGID passando da uno score 1 a 2 nei 28 

giorni successivi al trattamento  IS (tabella 6). 

Risultati simili sono stati ottenuti nel gruppo P , in cui un aumento apparente della 

reattività al test AGID è stata osservata solo nel mulo 9 e 10 ( tabella 7). In linea di 

massima, il test ELISA, che presenta una maggiore sensibilità, ha rispecchiato questi 

risultati. Tre muli del gruppo N non hanno registrato un aumento significativo del 

titolo in ELISA sia prima che dopo il trattamento IS incluso il mulo 6 che è rimasto 

negativo per tutto il periodo dell’esperimento (tabella 7). 

Inoltre abbiamo notato che il mulo 5 ha mostrato un aumento del titolo al test ELISA 

di ben 16 volte, confermando così i risultati del test AGID, mentre un incremento più 

modesto pari a 4-8 volte è stato osservato nel mulo 7 (tabella 7). Per quanto riguarda 

il gruppo P, il titolo in ELISA per i muli 1, 2 e 4 è rimasto relativamente costante sia 

prima che dopo il trattamento IS, il mulo 9 ha registrato un aumento del titolo 

anticorpale al test ELISA di 12-24 volte, mentre il mulo 10 ha registrato un 

incremento del titolo anticorpale al test ELISA di tre volte. Pertanto da quanto 

riportato possiamo affermare che i risultati in ELISA sono stati concordi con gli esiti 

al test AGID. Per quanto concerne gli esiti al test IB, i sieri degli animali sia del 

gruppo N, sia del gruppo P esaminati alla diluizione 1/20 hanno reagito 

positivamente, registrando positività per la proteina p26, gp45 e gp 90. Al riguardo 

abbiamo osservato che i sieri esaminati alla diluizione 1/20 non mostravano alcuna 

differenza sia prima che dopo il trattamento IS. Diversamente, quando gli stessi sieri 

erano saggiati al test IB alla diluizione di 1/80, si osservava un aumento della 

reattività per la proteina gp45 nel mulo 6, 7 e 8 nel periodo successivo al trattamento 

IS (figura 3A,B,C)  
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È molto interessante notare che gli animali che hanno manifestato un aumento della 

reattività per la proteina gp45 appartengono tutti al gruppo N e  che per contro 

registravano una bassa reattività al test C-ELISA/AGID e di questi 3 soggetti solo il 

mulo 7 ha registrato una sieroconversione al test C-ELISA che impiega, come 

riportato nei materiali e metodi, la proteina 26 del virus dell’AIE. 

 

 

 
Tabella 6: Esiti esami al test AGID espressi in score nei 10 Muli  

 
 
 
 
 
Tabella 7: Esiti esami al test ELISA espressi come reciproco della più alta 
diluizione ancora positiva nei 10 Muli 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Giorni pre e post IS  

Giorni pre e post IS  
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Figura 3 A: esiti al test IB mulo  6 – sieri esaminati alla diluizione 1/80. 

 

 
 
 
 
 
Figura 3 B: esiti al test IB mulo  7 – sieri esaminati alla diluizione 1/80. 
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Figura 3 C: esiti al test IB mulo  8 – sieri esaminati alla diluizione 1/80. 
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Stima della carica virale mediante RT-PCR quantitativa 

La curva standard ottenuta utilizzando diluizioni seriali in base 10 (log10) di un 

trascritto di virus AIE derivato dal RNA è stata lineare (valore del coefficiente di 

regressione uguale a 0.9932) con un intervallo che variava da 109 per un Ct = 4,86 a 

0,4 molecole per 50 µl per un Ct = 40.02.  grafico 8. 

In particolare è stata osservata una relazione lineare tra le diluizioni dello standard ed 

i valori di Ct con un quadrato del coefficiente di correlazione intorno a 0,99, indice di 

un ottimo funzionamento dei primers selezionati. L’efficienza del test è stata 

calcolata secondo la formula E = 10 (-1/slope) -1 dove lo slope è pari a –3,5279 ed è 

risultata essere del 92%. L’efficienza del test è stata confermata utilizzando l’RNA 

sintetizzato in vitro e relativo all’esone 1 del gene tat; inoltre è stato appurato che la 

linearità del saggio di Real time RT-PCR è compresa tra 109 molecole (con Ct=4,86) 

e circa 0,4 molecole (con Ct = 40,02 ) di RNA esone 1 del gene tat. 

 

Grafico 8: relazione lineare tra le diluizioni dello standard ed i valori di Ct 
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Le curve standard, prodotte con lo stesso trascritto di virus AIE derivato dal RNA, 

sono state usate per determinare la quantificazione assoluta (vRNA loads) in tutti i 

campioni raccolti nel periodo di osservazione prima e dopo trattamento IS. 

 L’evoluzione temporale della carica di RNA virale per l’intero periodo è riportata 

nel grafico 9 per il gruppo N e nel grafico 10 per il gruppo P, mentre la tabella 8 

riporta la sintesi dei risultati dei saggi di PCR quantitativa qRT-PCR dei campioni di 

plasma raccolti dai muli prima e dopo trattamento IS. 

Il  RNA virale plasma associato è stato rilevato in uno o piò campioni raccolti prima 

del trattamento IS da sei dei muli naturalmente infetti di questo studio, inclusi i muli 

3 e 5 che presentavano una reattività al test di AGID da negativa a molto debole 

(tabelle 9 e 10). Al riguardo bisogna dire che il rilevamento di RNA virale nei muli 3 

e 5 non è stato limitato ad un singolo evento ma ha addirittura raggiunto e talvolta 

superato il numero di copie di RNA osservato prima del trattamento IS di alcuni 

animali (muli 1,2 e 10) del gruppo P, come si può vedere nei grafici 9 e 10 i quali 

registravano una forte reazione al test AGID. Un altro risultato inaspettato è stato che 

in alcuni animali del gruppo P ( muli 1, 2, 4 e 10) e del gruppo N ( muli 3, 5), vedi 

grafici 9 e 10, vi è stata una notevole variazione della carica RNA virale plasma 

associata registrando per il mulo 5 un valore più alto di 5.48 log10 durante i primi 56 

giorni di osservazione precedenti al trattamento IS. 

Come predetto, il trattamento con desametazone ha indotto un notevole aumento 

della carica RNA virale plasma associata in tutti e 10 i muli, sebbene la variazione 

differisce di 4.48 log10 tra gli animali e la durata del picco di RNA virale varia tra il 

9 - 19 giorno dopo il trattamento IS (tabella 8). Al riguardo fa eccezione il mulo 1 per 

il quale il picco di RNA virale è stato rilevato 7 giorni prima del trattamento IS. È da 

notare che queste differenze individuali in carica di RNA virale plasma associata, 
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registrate successivamente al trattamento IS, non hanno avuto evidente correlazione 

con la reattività sierologica al test AGID. 

In aggiunta non è stata registrata un’apparente correlazione tra il picco del titolo di 

RNA virale plasma associato e la risposta al test ELISA dopo il trattamento IS. 

A titolo di esempio, la reattività al test ELISA nel mulo 9 è aumentata di 12–24 volte 

al 21 giorno dal trattamento IS mentre il picco di RNA virale non ha superato i 3 

log10 (tabella 7 e grafico 10). Per contro, la risposta sierologica successiva al 

trattamento IS nel mulo 1 è rimasta invariata mentre il titolo RNA virale plasma 

associata è stato di 3 log10 superiore a quello registrato nel mulo 9 (Tabella 7 e 8). 

 

Grafico 9: Evoluzione temporale della carica RNA virale plasma associata nel 
gruppo N (Muli 3, 5, 6, 7 e 8). La carica di RNA virale è riportata come copie 
log10/ml di plasma per ciascun animale e si riferisce ai giorni di campionamenti 
effettuati prima e dopo trattamento IS. 

 

 

 

giorni di prelievo prima e dopo trattamento IS 
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Grafico 10: Evoluzione temporale della carica RNA virale plasma associata nel 
gruppo P (Muli 1, 2, 4, 9 e 10). La carica di RNA virale è riportata come copie 
log10/ml di plasma per ciascun animale e si riferisce ai giorni di campionamenti 
effettuati prima e dopo trattamento IS.. 

 

 
 
Tabella 8: Sintesi dei risultati sei saggi di qRT-PCR raccolti prima e dopo trattamento ISa 

Muli 
Numero dei 

campioni testati 

Numero 

dei positivi 

% di 

positivi 

picco 

viremico
b
 

giorno di rilevamento 

del picco viremico
c
 

gruppo 

N 
          

3 47 45 96 5,1 + 17 

5 46 30 65 6,8 +14 

6 47 1 2 2,0 +19 

7 47 4 9 3,0 +13 

8 47 21 45 4,0 +14 

gruppo 

P 
     

1 47 39 83 6,1 -7 

2 47 34 72 5,4 +9 

4 45 45 100 6,3 + 16 = 17 

9 47 6 13 3,0 + 16 

10 47 17 36 3,9 +10 
a I muli dopo il 56 giorno di osservazione hanno ricevuto una dose di desametazone pari a 0.11 mg/kg di peso 
vivo per 8 giorni consecutivi, ad eccezione del mulo 1 che è stato trattato per 10 giorni. Ogni mulo è stato 
saggiato mediante saggio qRTPCR 19 volte prima del trattamento IS, eccetto per il mulo 4 che è stato testato 17 
volte; ogni mulo è stato campionato quotidianamente per 28 giorni post trattamento IS eccetto che per il mulo 5, 
testato 27 giorni. 
bIl titolo RNA  virale è stato stimato a partire dai valori di Ct ed espresso come log10 di copie di RNA/ml. 
cGiorno in cui è stato registrato il titolo più alto di RNA virale; il simbolo “-” indica che il giorno di massima 
viremia era precedente al trattamento IS mentre il simbolo “+” indica che il giorno di massima viremia è stato 
registrato dopo il trattamento IS. 

giorni di prelievo prima e dopo trattamento IS 
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Sequenziamento dei prodotti della Nested –PCR   

 

Il sequenziamento dei prodotti della nested-PCR ha confermato che tutti i muli erano 

infetti  dal virus dell’AIE , validando pertanto la risposta sierologica osservato 

durante questo studio. 

La ricerca effettuata mediante utilizzo di Nucleotide BLAST ha dimostrato che tutti i  

muli erano stati infettati da ceppi virali di AIE simili a quelli precedentemente 

riportati come ceppi europei da Quinlivan e al. (2007) e Cappelli e al. (2011) con una 

similitudine nucleotidica variabile da 77 a 96%.  

In dettaglio le sequenze di sei animali (muli 1, 2, 6, 7, 9 e 10) avevano una 

similitudine con il ceppo virale AIE EIAVRom-4 (GU060662.1), due soggetti (muli 4 

e 8) con il ceppo virale EIAVIta-1 (EU240733.1) e 2 (muli 3 e 5) con il ceppo 

EIAVIta-90 (HQ888862.1). I dati appena sopra descritti devono essere considerati 

preliminari, specialmente perché la similitudine di alcuni isolati rispetto ad alcuni 

ceppi noti era pari al 77%. 

Dal momento che la regione sequenziata è piuttosto breve, paria a 313 paia di basi 

(bp), in futuro il sequenziamento di un segmento del gene gag più lungo o di altre 

regioni del genoma del virus AIE saranno necessarie per meglio definire l’identità 

dei ceppi rilevati nel presente studio. 
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Discussioni  

Il principale obbiettivo di questo studio era quello di allargare il database degli equidi 

aventi un esito al test AGID negativo/dubbio ma positivo agli altri test sierologici per 

AIE. 

Precedenti studi che hanno coinvolto equidi con pattern di reattività sierologica simili 

hanno suggerito che questi animali hanno un bassissimo livello viremico dal 

momento che il virus è stato trasmesso solo ad uno di 6 equidi inoculati 

sperimentalmente con un volume di sangue eparinizzato da 5 a 300 ml o preparazioni 

di monociti lavati a partire da volumi di sangue intero variabili da 300–500 ml (Issel 

and Adams, 1982). Dal momento che la risposta umorale anticorpale dipende 

dall’esposizione ad una massa antigenica, si potrebbe ipotizzare  che bassi livelli di 

titoli anticorpali contro il virus AIE e perciò con un esito al test AGID negativo o 

molto debole si registrerebbero in quegli equidi che, in modo inusuale, controllano la 

carica viremica nei loro tessuti. 

In aggiunta ci sono evidenze da studi sperimentali eseguiti con cloni molecolari 

infettivi di virus AIE che alcuni equidi sono capaci di esercitare una sorta di controllo 

superiore (elite controllers)  sulla replicazione del virus AIE (Cook et al., 2003). 

Sebbene un modello con una massa antigenica debole potrebbe spiegare risultati falsi 

negativi al test di AGID, questo studio suggerisce che questo meccanismo non 

sarebbe l’unico ad essere coinvolto. 

Per esempio, tutti i sieri ottenuti dal mulo 3 non hanno reagito al test AGID mentre 

quelli ottenuti dal mulo 5 hanno prodotto una reattività debole al test AGID con uno 

score pari a 1.  
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Tuttavia, il livello della carica viremica plasma associata in questi due animali  prima 

del trattamento IS era pari se non addirittura superiore a quella degli animali del 

gruppo P. 

Di conseguenza sulla base dell’assunto di una diretta correlazione tra il livello di 

carica viremica RNA e il livello antigenico virale si può concludere che un basso 

titolo di anticorpi sierici nei muli 3 e 5 non è dovuto ad un controllo superiore o 

elusione della replicazione virale. 

Un altro risultato significativo del presente studio è che la carica viremica plasma 

associata non rimane costante nel tempo in tutti i muli. Infatti in un soggetto ci sono 

state differenze nella carica viremica di 5,48 log10 durante i primi 56 giorni 

dell’iniziale periodo di osservazione 

Questo dato ci suggerisce che durante la fase di portatore asintomatico in alcuni 

animali si stabilisca una relazione dinamica tra la replicazione virale e il meccanismi 

di controllo ospite mediato. A questo punto rimane da chiarire se queste ampie 

fluttuazioni della viremia plasma associata siano legate a fattori individuali 

dell’ospite o/e alle caratteristiche del ceppo virale coinvolto o se siano legate ad altri 

fattori come la durata del tempo post-infezione. 

Nel presente studio non è stato possibile condurre alcuna analisi statistica dato il 

numero ridotto di soggetti coinvolti, pertanto i dati che ne derivano non sono stati 

elaborati statisticamente. 

Questo studio dimostra che gli equidi con una bassa o assente reazione al test di 

AGID e senza alcun apparente segno clinico di malattia non possono essere 

considerati a rischio zero o ridotto di trasmettere il virus dell’AIE e quindi la 

malattia. 
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Infatti, come dimostrato in questo studio, il rischio legato alla carica viremica tessuto 

associata può cambiare significativamente in alcuni equidi anche su base giornaliera  

Sfortunatamente, il rilievo di animali con un basso titolo di anticorpi specifici 

rappresenta una sfida importante quando la diagnosi di AIE si basa unicamente 

sull’uso del test di AGID, specialmente quando questo livello di reattività rimane 

costante nel tempo. 

I nostri dati, in accordo con quelli ottenuti da Issel e al. (2013), indicano che 

l’esclusivo utilizzo dell’AGID può classificare alcuni animali falsamente negativi, 

permettendo la libera movimentazione di equidi infetti da AIE con il conseguente 

rischio di aumentare la trasmissione della malattia. 

La lettura del test AGID è altamente soggettiva con la possibilità che diversi positivi 

deboli possono essere non correttamente classificati da personale di laboratorio 

inesperto (Issel e al., 2013). Tuttavia, è da sottolineare che le reazioni equivoche 

presentate da alcuni muli arruolati in questo studio non possono essere attribuite ad 

una scorretta lettura del test AGID, sia perché le reazioni si sono mantenute nel 

tempo sia perché gli stessi campioni sono stati letti e confermati da differenti 

operatori appositamente  addestrati e in differenti laboratori e utilizzando kits di 

diverse case produttrici (Issel et al., 2013). Inoltre la durata di completamento di 

questo studio a partire dalla diagnosi inziale è stata di almeno 240 giorni e questo 

escluderebbe la possibilità che la debole reattività sierologica fosse dovuta ad una 

infezione recente. Pertanto sembra che alcuni equidi semplicemente non riescano a 

produrre sufficienti anticorpi tali da essere rilevati al test AGID. Sebbene i/il 

meccanismi/o associati con l’induzione di una scarsa risposta umorale nei confronti 

del virus AIE richiedono ulteriori indagini, alcuni animali sono problematici perché 

non sarebbero classificati come positivi utilizzando un sistema diagnostico ad un solo 
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livello  basato sull’utilizzo del test AGID così come avviene attualmente in molti 

Paesi. 

Inoltre anche con l’impiego di un Sistema diagnostico a due livelli (screening iniziale 

con il test ELISA seguita da conferma con il test AGID) animali come il mulo 3 del 

presente studio potrebbero essere dichiarati negativi dopo una conferma in AGID. 

Sulla base di questo studio e delle considerevole esperienza acquisita nel corso del 

quinquennio di sorveglianza obbligatoria per AIE sul territorio nazionale l’impiego 

di un sistema diagnostico a tre livelli con una conferma finale con il test IB in un 

laboratorio di referenza designato è il sistema che offre una maggiore accuratezza ed 

efficacia diagnostica per AIE anche in termini di tecnologia moderna. 

 L’uso di tecniche di PCR per il rilievo del virus AIE resta difficoltoso a causa  

dell’alta variabilità genetica del virus, tratto distintivo della biologia dei lentivirus, 

associato al basso numero di copie virali che si possono riscontrare in alcun portatori 

asintomatici. 

Il fatto che le due metodiche di PCR impiegate in questo studio sono state capaci di 

amplificare sequenze virali in tutti i 10 soggetti suggerisce che sequenze verso cui 

sono diretti i primers e la sonda (nel caso del saggio Taqman®) sono molto 

conservate almeno per i ceppi isolati in Europa. Tuttavia è da notare che sequenze 

virali non sono state amplificate da tutti i campioni prelevati e che sequenze virali 

sono state rilevate in alcuni muli solo nel periodo post trattamento IS. 

Conseguentemente, mentre questi saggi possono essere utili come strumenti di 

ricerca o utili nel caso di infezioni recenti da virus AIE quando la replicazione virale 

si presenta a livelli elevati, gli stessi non sono utilizzabili per la routine diagnostica 

dal momento che, come chiaramente mostrato nel presente studio, il virus dell’AIE 

presenta ampie variazioni in termini di viremia in intensità e durata. 
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La comunità internazionale ha cercato di armonizzare i requisiti per la diagnostica 

delle malattie animali e di standardizzare i reagenti al fine di assicurare uniformità 

diagnostica.  Nel caso del virus dell’AIE, questi standard ruotano intorno a ciò che è 

attualmente accettato come gold-standard sierologico per la diagnosi di AIE: il test 

AGID. Questo è comprensibile dal momento che la ricerca ha dimostrato un’alta 

correlazione tra la presenza del virus (come misurato in test di inoculazioni in 

cavalli) e la presenza di anticorpi specifici. 

Altri test sierologici, approvati a livello internazionale, hanno comunque dimostrato 

di produrre risultati sovrapponibili a quelli del test AGID. 

I risultati presentati in questo studio e precedentemente da Issel e al., 2013, a partire 

da casi sperimentali e di campo hanno dimostrato un alto grado di accordo tra la 

presenza di materiale genetico del virus AIE e la presenza di anticorpi in cavalli che 

sono stati riportati come negativi al test AGID ma positivi al test ELISA ed IB. 

Poiché questa circostanza sembra essere più frequente rispetto all’atteso, arrivando in 

alcune stime al 20%, crediamo che la comunità internazionale dovrebbe incentivare 

gli studi sulla diagnostica dell’AIE per arrivare a degli standard diagnostici più 

efficaci. Tutti i produttori di kits commerciali per la diagnosi di AIE hanno settato la 

sensibilità del kits mediante comparazione con il test AGID. Inoltre alcuni Paesi per 

economicità utilizzano formati del test AGID miniaturizzati che senz’altro 

comportano maggiori difficoltà di interpretazione specialmente per quei campioni 

che hanno un basso livello di anticorpi anti-p26. Inoltre, non risulta esistere una 

standardizzazione dell’antigene contenuto nei kits AGID commerciali e anche questo 

fattore rende impossibile armonizzare l’interpretazione dei risultati per quei campioni 

con basso livello di anticorpi anti-p26 in questo test soggettivo. Questo studio 

dimostra chiaramente il valore e la necessità di strumenti diagnostici addizionale e 
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una migliore standardizzazione della sorveglianza dell’AIE. Storicamente negli Stati 

Uniti d’America, la maggior parte degli errori riportati sono quelli in cui campioni 

con un basso livello del titolo anticorpale anti-p26 sono stati interpretati con il test 

AGID. Questi errori di interpretazione possono essere minimizzati utilizzando un test 

ELISA come primo livello di diagnosi. Ad oggi il test IB appare essere il test di 

scelta per gli equidi infetti. Questa considerazione scaturisce dal fatto che la risposta 

immunitaria nei confronti delle proteine gp90 e gp45 può essere evidenziata dal test 

IB, anche se le proteine dell’envolope sono presenti nelle particelle virali in 

bassissima quantità in confronto all’antigene p26. Sfortunatamente ad oggi kits 

commerciali in grado di rilevare le proteine gp90 e gp45 non sono ancora disponibili. 

Il test IB utilizza il virus dell’AIE prodotto in laboratorio a partire dal ceppo 

Wyoming del virus AIE ed è interessante notare che risulta efficace nel rilevare 

anticorpi contro ceppi virali circolanti in un elevato numero di territori distanti 

(Europa, Asia e continente Americano). Questa ampio spettro di utilizzo è legato alla 

proteine dell’envelope di questo ceppo che contengono un alto numero di epitopi 

reattivi anche allo stato denaturato in cui si presentano sulle membrane dell’IB. 

Considerando la diagnosi di AIE complessivamente possiamo concludere che i dati 

clinici, sierologici o virologici presi singolarmente non garantiscono un’elevata 

accuratezza. Con i dati esposti possiamo concludere che il test IB utilizzando il 

ceppo del virus AIE Wyoming adattato su cellule risulta allo stato attuale il test più 

efficacie nel rilevare anticorpi anti virus AIE. Inoltre quando il test IB viene 

utilizzato in combinazione con il test ELISA (alta sensibilità) e il test AGID (alta 

specificità) esso costituisce un valido aiuto nello stabilire un algoritmo diagnostico 

pratico ed efficacie in un sistema diagnostico di laboratorio a tre livelli. 
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 Conclusioni  

Nonostante i dati scientifici confermino la bassa sensibilità del test AGID (Issel et al., 

2013), l’utilizzo di metodi diagnostici più sensibili per la diagnosi di AIE ha trovato 

resistenze a livello internazionale. Questioni legali possono emergere non solo tra 

differenti Paesi ma anche tra differenti organi ufficiali all’interno dello stesso paese 

in caso di controversia per un risultato sierologico discordante all’AIE nei differenti 

metodi diagnostici che non sono tutti ufficialmente raccomandati. 

Prendendo in considerazione le evidenze dei limiti del test AGID nel diagnosticare 

tutti gli equidi infetti dall’AIE è indispensabile rivedere le prescrizioni OIE in merito 

all’utilizzo del test AGID per il commercio internazionale, attraverso la 

combinazione della specificità del test AGID con l’elevata sensibilità del test 

ELISA/IB. 

Queste modifiche potrebbero costituire un incentivo per molti Paesi ad adottare un 

sistema diagnostico a tre livelli aumentando l’accuratezza dei programmi di 

sorveglianza che si basano sull’identificazione e la rimozione degli animali 

sieropositivi. L’utilizzo di un sistema diagnostico in serie risulterebbe 

particolarmente utile non solo nella fase finale di un programma di eradicazione 

dell’infezione quando la probabilità di infezioni recenti è alta ma anche per la 

diagnosi di AIE in quegli equidi con una costante bassa/o nulla risposta anticorpale e 

quindi reattività al test AGID. 

Un ulteriore vantaggio di questo approccio diagnostico rilevato durante il programma 

di sorveglianza Nazionale è il giovamento derivante dall’utilizzo dello stesso nei 

focolai della malattia per la sua precocità nel rilevare i nuovi casi indicenti. 

In conclusione possiamo dire che per raggiungere un alto livello di accuratezza per la 

diagnosi di AIE, i dati scientifici fin qui disponibili suggeriscono l’utilizzo del 
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sistema diagnostico a tre livelli con l’integrazione di metodi molecolari. Questo 

sarebbe necessario al fine di coprire l’ampio spettro di reazioni umorali e virologiche 

che gli equidi infetti possono presentare. 
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