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Riassunto

L'anemia infettiva equina € un’importante malati@ale che colpisce gli equidi.
L'agente eziologico responsabile € un virus a RN#paatenente alla famiglia
Retroviridae genere Lentivirus Lanemia infettiva equina (AIE) si trasmette
principalmente tramite inoculazione di sangue tofebprattutto ad opera di insetti
ematofagi vettori 0 per inoculazione iatrogenaikzmb di emoderivati contaminati
dal virus. In Italia sono stati registrati numerfugiolai a partire dal 2007 anno in cui
e iniziato il programma di sorveglianza conclugodi2012. Nel corso della suddetta
attivita di sorveglianza €& stata osservata unaopiervalenza marcatamente piu
elevata nei muli.

Al fine di migliorare l'efficienza del programma Rianale di Sorveglianza
del’Anemia Infettiva Equina (AIE) in ltalia il Cdro di Referenza per I'AIE
(CRAIE) istituto presso I'lstituto ZooprofilatticBperimentale delle Regioni Lazio e
Toscana (IZSLT) ha adottato un sistema diagnostit@ livelli basato sull’utilizzo
in serie di tre test diagnostici: ELISA, AGID e Imnmoblotting (IB). Dall’esame di
circa 74880 campioni, principalmente raccolti dae degioni del centro Italia é
emerso che 44 animali risultavano negativi al #®&ID ma positivi al test
ELISA/IB. La maggior parte di questi pattern dittedta sierologica (AGID negativi
ELISA/IB positivi) sono state osservati nei muliorisiderata la scarsita di lavori
scientifici riguardante gli aspetti epidemiologiegiologici e clinici della malattia nei
muli é stato eseguito uno studio osservazionalenfeglio comprendere il ruolo del
mulo nella persistenza e diffusione dell'infeziorie studio e stato incentrato
sull’evoluzione clinica, ematologica, sierologica ve&ologica dell’AIE in muli

naturalmente infetti a seguito di un trattamenton&cologico immunosoppressivo,



volto alla riattivazione virale. Il presente lavorappresenta il primo studio sulla

riattivazione farmacologica dell’AlIE in muli natunaente infetti.



Anemia Infettiva Equina: caratteristiche della malattia

L'anemia infettiva equina (AIE) o “febbre delle pdl”, come era indicata agli inizi
del novecento, € un'importante malattia virale cbkpisce gli equidi (cavallo, asino,
mulo e bardotto) caratterizzata da una febbrermtegnte, anemia e dimagramento
progressivo dell’animale fino alla morte nei casi gravi.

Segnalata per la prima volta nel 1843 in Francignige, 1843). Nel 1904 Carre” e
Valle” descrissero in modo piu dettagliato la nadadifferenziandone I'evoluzione
in acuta, subacuta e cronica e notarono che lattimakra causata da un agente
filtrabile. Nello stesso studio i due autori frasiceriprodussero linfezione
sperimentalmente mediante I'inoculazione di picapliantitativi di sangue da un
cavallo ad un asino e dimostrarono che gli equeditano portatori anche dopo
risoluzione della forma clinica (Valleé e Carre, 490solo piu tardi si comprese che
nei soggetti asintomatici, il genoma provirale ame nei monociti del plasma e
sangue periferico. Attualmente la malattia presentaa distribuzione quasi
ubiquitaria, essendo stata riportata nel ContmeAfricano, Americano ed
Euroasiatico.

In condizioni naturali la principale via di trasmigne & mediata dagli insetti vettori,
in particolare i Tabanidi e pertanto la trasmissi@ncondizionata dalla stagionalita
del vettore biologico. La via di trasmissione pitficeente e importante é
rappresentata dalla via iatrogena, attraverso sintincontaminati ed emoderivati. |
casi diAIE verificatisi nel 2006 in Toscana ed Irlanda, fur@ssociati all'utilizzo di
emoderivati non controllafMore et al., 2008a, 2008b, 2008c).

La via iatrogena sembra essere la via di trasnmisspiu efficiente. Studi scientifici
hanno quantificato il volume di sangue che residefapparato buccale di una
mosca cavallina di medie dimensioni che e pari GO@1ml (Foil e al. 1987),
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rispetto a quello che puo rimanere in un ago ipmi=y o0 su un dito di un operatore
dopo aver pulito il sangue residuo in seguito digre ematico giugulare che puo
avere un volume stimato di sangue tra 0,05 e (,lirmquesto caso strumenti
contaminati come il riutilizzo di un ago che pudcedare una quantita di sangue tra
le 5¥10° -10* volte superiore a quella di un tafano risulta estmente efficiente
come via di trasmissione. Inoltre l'infettivita &le nell’apparato buccale di un
insetto si riduce del 99% dopo appena un’ora fise@mparire completamente dopo
4 ore dal pasto di sangue dellinsetto, per coittuwarus dell’AIE rimane vitale per
almeno 96 ore in un ago ipodermico (Williams e E981)

Recentemente e stata anche ipotizzata la trasméssion aerosol di sangue di
soggetti con alti titoli virali affetti da grave ispassi. (more e al. 2008b)

Studi sperimentali volti a riprodurre l'infezionerso stati prevalentemente condotti
nelle specie equina e asinina. Infezioni sperimest@o state eseguite in passato per
confermare lo stato di portatore in cavalli cheisggvano reazioni falsamente
negative al test AGID e per valutare la relaziosistente tra i risultati del’AGID e
la viremia da AIE negli equidi (Cook e al., 2013)

L' AIE, dopo un periodo d’'incubazione variabile che dsajeneralmente tra 1 e 3
settimane, ma puo durare fino a 3 mesi, insorgeecimfiezione di tipo acuto che si
risolve generalmente in pochi giorni, e poi evolwve una forma asintomatica
attraverso un’infezione cronica attiva, caratteatazda episodi ricorrenti di febbre,
trombocitopenia e anemia, associati a marcatacegptine del virus. Emorragie,
edema e ittero prevalgono nella forma acuta dé#aione in associazione a valori di
temperatura rettale superiori a 39°C e valori nateggio delle piastrine inferiori a 1
x 10° /ul. Studi scientifici hanno dimostrato come i mieglinici della malattia
compaiano quando la carica virale raggiunge unrgakoglia che in infezioni
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sperimentali di cavalli e pony corrispondono a 5*fiflo a 1*1¢ copie di RNA/mI
(Cook e al., 2003). Al riguardo si evidenzia chealore soglia dipende dal ceppo
virale, dalla resistenza innata dell’animale allalattia e dalla specie di equidén
uno studio comparativo utilizzando un ceppo virtdedell’AlIE, cavalli o pony (E.
caballus) hanno manifestato una forma clinica dlattia da severa a letale, per
contro asini infettati allo stesso modo (Equus @sinsono rimasti clinicamente
normali con un picco viremico mille volte inferioeequello di E. caballus (Cook et
al., 2001). Al momento non € noto se gli asini sartansecamente resistenti alla
malattia 0 se in passato questo virus € statoadaftd una specie di equide e
pertanto nono replica in maniera ottimale in uraalt

Tuttavia ceppi di AIE derivati da cavalli preserdgamin’equivalente tasso di
replicazione in cellule macrofagiche (monociti dati) sia di cavallo che di asino
(Cook et al., 2001) suggerendo che il meccanisrotettivo negli asini non dipenda
solamente da una restrizione cellulare dell’ospsi@ino.

| segni clinici associati con la forma acuta delEAsono mediati dalle citochine
inflammatorie come il tumor necrosis factor alpfalFa), I'interleuchina 6 (IL-6) e

il transforming growth factor b (TG¥ che vengono rilasciati quando la carica virale
tessuto associata raggiunge determinati valoritgCeisal., 1997).

Una volta in circolo IL-6 e TNé& possono indurre una risposta febbrile attraverso
I'attivazione della catena dell’acido arachidonEa@on conseguente aumento delle
prostaglandine E2 (PGE2). La fase cronica dellaattialevolve nella maggior parte
dei soggetti in una forma inapparente o asintoraatisintomi scompaiono in genere
entro un anno e il soggetto rimane portatore asiatico dell’infezione per tutta la

vita; la fase asintomatica dell'infezione e camdtmta da una limitata replicazione



virale e l'assenza di manifestazioni cliniche é refabile all'efficace attivita
immunitaria dell’ospite.

Il ruolo dei soggetti asintomatici, siccome rappréano la maggioranza, andrebbe
inoltre ulteriormente indagato, poiché in quessidhvirus nel sangue é in quantita
talmente bassa che in natura gli insetti ematofagparticolare i tafani, con difficolta
riescono ad assumerlo e inocularlo in un altro atemA tal riguardo bisogna sempre
tener presente che eventi stressanti (superlavoatgttie intercorrenti, trattamenti
cortisonici) possono riattivare I'infezione in gsialsi momento.

Il virus appartiene alla famigliRetroviridae generd_entivirused ha come bersaglio
principale le cellule della linea monocito-macroéag(Oaks J.L. e al., 1998) le quali,
essendo per lo piu circolanti, distribuiscono fugi a tutti i distretti dell'organismo. |
monociti sono permissivi all'ingresso del virus, ;éa differenziazione in macrofagi
(Sellon D.C. e al., 1994) che ne consente la replme. In queste cellule il virus
dell’AIE integra il proprio genoma garantendo laaspersistenzaln un recente
studio la replicazione virale é stata dimostratehamelle cellule endoteliali dei vasi
renali di un portatore silente (Leroux e al., 2004)

Lesioni caratteristiche della forma acuta e sulzasgiho le emorragie su sierose e
mucose, edemi, congestione splenica, splenomeggépmegalia, steatosi, sangue
rosa chiaro (anemia) e poco coagulabile (trombpeiita). Nella forma cronica
prevalgono invece i fenomeni iperplastici a carttdegato, milza e linfonodi. In
particolare la splenomegalie e I'epatomegalia sesacerbate dalla trombocitopenia
(Clabough e al., 1991). In aggiunta il legame digflaione C3 del complemento con
gli eritrociti che si deposita anche a livello de@meruli renali, contribuisce non solo
all'anemia emolitica ma provoca la presenza di giiasi emosiderina nei macrofagi
del fegato, milza e linfonodi (Sentsui e Kono, 1p8Zome per le altre infezioni
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lentivirali si sviluppa sia una risposta celluloireta che interviene nel controllo
della fase acuta dell'infezione, sia una rispost@rale, che persiste per tutta la vita.
A tal riguardo bisogna sottolineare che I'assenzaalattia negli equidi € correlata
con una bassa carica virale tessuto associataoldagral., 2000) ed e dipendente
dalla presenza di linfociti T e B funzionali in assmzione ad una risposta
immunitaria adattativa. Quanto sopra trova risamiial momento che e stato
osservato che puledri con disturbi congeniti dillaionalita dei linfociti T e B non
sono in grado di controllare la viremia da infedodi AIE, ma a seguito di
trasfusioni da donatori infetti i puledri riprendonl controllo della replicazione
virale (Mealey e al., 2001; Perryman e al., 1988yldr e al., 2010), inoltre
trattamenti immunosoppressori in cavalli asintomatiducono recrudescenza della
malattia con aumento della replicazione virale (@ra al., 2007a; Kono e al., 1976;
Tumas e al., 1994).

Negli equidi infetti la risposta anticorpale € jpaotarmente abbondante ed & diretta
soprattutto verso le proteine strutturali del vigugali la p26 o proteina capsidica
(proteina CA) e le glicoproteine dell’envelope gpg¥foteina trasmembrana (TM) e
gp90, proteina di superfice (SU). A tal riguardblsene la proteina p26 € la proteina
virale piu abbondante, la risposta umorale coratrp26 € da 10-100 volte inferiore a
guella nei confronti della gp45 e gp90, quest'uitioompaiono dopo 2-3 mesi
dall'infezione suggerendo che non sono responsagilcontrollo degli episodi acuti
della malattia (Hammond S.A. e al., 1997). Inolagecrudescenza della malattia e
associata alla comparsa di stipiti virali antigamente diversi da quello di partenza
che eludono gli anticorpi neutralizzanti suggererudh® tale risposta umorale é

efficiente nel controllo della replicazione virdleeroux e al., 2001).Pertanto il ruolo
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degli anticorpi neutralizzanti nel controllo dellaplicazione virale rimane ancora
non chiaro e complesso.

La diagnosi su base anatomo-clinica & praticamenpmossibile per la varieta e
gravita dei sintomi clinici che si possono regisgran corso di infezione (Leroux e
al., 2004)

La diagnosi dellAIE si basa principalmente sull'impiego di metodi slegici (Issel

e al., 1999). IAGID nella sua variante (Agid Coggins e Agid qualitajivappresenta
il metodo ufficiale, cosi come previsto dal D.M1d€12/1976 (Profilassi dell'anemia
infettiva degli equini) tra le indagini sierologielper la diagnosi di AIE e tra l'altro
il metodo prescritto dal manuale OIE (2013) pemlevimentazioni internazionali.
Tale metodica presenta un’elevata specificita ditaesce I'unica prova che e stata
correlata con la presenza del virus nel sangue écstato dimostrato nelle infezioni
sperimentali sull’equino (Pearson et al., 1971).

L' ELISArappresenta uno strumento molto utile per la diagdi AIE da applicare
soprattutto in fase di screening; I'adozione dinpidi monitoraggio per AIE a
livello nazionale ne favorisce limpiego in misursempre crescente per le
caratteristiche di elevata sensibilita e rapidit@skecuzione del test, associate alla
possibilita di ottenere un risultato oggettivo €lss al., 2012).

Il limite del testELISAe il possibile riscontro di falsi positivi, perida positivita
deve essere confermata mediamn&3ID.

II Manuale dellOIE prevede I'impiego deélMestern Blot(lssel e al.,, 1987) come
tecnica sierologica alternativa AlGID, per la conferma della positivita in maniera
efficace nei casi di esiti discordanti #&ID edELISA

Indipendentemente dalla metodica, un importantdétdirdelle prove sierologiche é
legato all’'esistenza di un periodimestradi almeno due settimane dal contagio. In
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qguesto caso il soggetto, pur avendo infezioneieaateplicazione virale in atto, non
ha ancora anticorpi in circolo e con le prove dagizhe risultera pertanto negativo.
In ragione di cio sono sempre piu frequenti il rem e lo sviluppo di sistemi di
diagnosi diretta per accertamenti di tipo virolagidn quest’ambito, le tecniche
molecolari altamente sensibili e specifiche hanato dyrande impulso al settore,
consentendo di rilevare la presenza di infezioralviche altrimenti sfuggirebbero
con le prove convenzionali (Capomaccio et al., 2@&ppelli et al., 2011; Cook e
al., 2002; Dong et al., 2012b; Langemeier e al961MNagarajan and Simard, 2001;
Quinlivan e al., 2007).

La diagnosi virologica & al tempo stesso probleraatHines and Maury, 2001),
perché in vitro I'isolamento virale é tecnicamecdenplicato.

Altrettanto oscuro e l'utilizzo dei test di diagtica molecolare sia per la variabilita
genetica del virus che puo essere di tipo geograte individuale dal momento che
nell’animale infetto alcune regioni del virus suwdweo una notevole variazione nel
corso del tempo e sia come notevole variabilitdanearica viremica RNA/DNA
provirale durante I'infezione (Leroux et al. 200Rgrtanto per un buon successo dei
saggi basati sull'utilizzo della PCR é necessatamtificare regioni molto conservate
del genoma virale, un processo non agevole dal mtmmehe le sequenze virali
pubblicate sono molto ridotte e perlopiu di regidivierse del gengag Non bisogna
sorprendersi se alcuni saggi di PCR sono spedétceppo virale per le quali sono
stati disegnati (Cook e al., 2002). Un altro praidenello sviluppo dei saggi di
diagnostica molecolare per AIE e che devono possedr’adeguata sensibilita
perché a seguito dell’esposizione iniziale al vieuson la fine dei segni clinici, la
viremia e la carica virale tessuto associata diapadivelli molto bassi (Cook et al.,
2003; Harrold et al.,2000). Cosi come molto baskaaarica viremica nei portatori
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asintomatici, la fase in cui la maggior parte dguidi infetti vengono identificati.
Pertanto, la sensibilita diventa particolarment@antante se il saggio diagnostico
deve essere impiegato come test di screening.

Nonostante queste considerazioni, un discreto nurdesaggi di PCR sono stati
descritti per rilevare gli acidi nucleici virali matrici di animali naturalmente infetti
(Capomaccio et al., 2012; Cappelli et al., 2011ndet al., 2012b; Nagarajan and
Simard, 2001; Quinlivan et al., 2007) e alcuni desti saggi sono stati impiegati per
rilevare I'infezione in equidi nella fase di potedanapparente.

Il saggio di PCR descritto da Nagarajan e Sima@@d1) si é rivelato molto utile nel
rilevare il DNA provirale nelle cellule mononucleatlel sangue periferico di equidi
sieropositivi in Canada. E sebbene i primers imgiegn questo saggio siano
attualmente raccomandati dall’OIE per rilevarewvirus dell’AlE, lo stesso saggio
non € altrettanto valido per rilevare il DNA prale in equidi positivi in Europa
(Cappelli e al., 2011) e in Giappone (Dong et2012b) molto probabilmente per
una significativa variazione nella sequenza tadgefprimers. Successivamente sono
stati sviluppati altri saggi di PCR e sono stgbortati come essere molto utili nel
rilevare gli acidi nucleici virali in equidi sierogitivi in situazioni in cui la sequenza
genomica del virus € sconosciuta (Capomaccio et2@ll2; Cappelli et al., 2011;
Dong et al., 2012b; Quinlivan et al., 2007). Inelmolti di questi saggi di PCR
hanno mostrato una buona correlazione con i testlegici convenzionali anche con
campioni raccolti da equidi portatori inappare@appelli et al., 2011; Dong et al.,
2012b). Bisogna dire che questa correlazione @ sisdervata solo per la messa in
evidenza del DNA provirale e non per RNA viralegoiea associato (Cappelli et al.,
2011). La spiegazione di questo € che la quantitNA provirale nei monociti
circolanti € molto piu alta della carica ematicaRtNA virale in equidi con infezione
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inapparente. Sebbene gli autori di tali PCR sosteagdi averle messe a punto a
partire dalle sequenze depositate in banche datigherebbe condurre degli studi in
tutto il mondo per stabilire se questi recenti salyd?CR siano in grado di rilevare

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

ribadire al riguardo che le sequenze disponibilbamca dati relativamente al virus
AIE sono ancora troppe poche. Per quanto sopras&spoasi sospetti e i programmi
di sorveglianza per il controllo dell’AlIE si basaancora sui test sierologici (Issel et

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

A partire dal 1994, con il mercato unico comundadecade I'obbligo di controllo
degli equidi per Anemia, pertanto per piu di dueetai la situazione epidemiologica
nazionale e rimasta sconosciuta. Successivament® gia descritto, a seguito di
numerosi casi clinici e positivita sierologiche igtti nell’estate 2006, il Ministero
della Salute ha reso obbligatorio, il controllorsiegico di tutta la popolazione
equina nazionale. A seguito di queste disposizieiterate fino al 2012 si e passati
dal controllo di circa 40.000 equini nel periodoOQER0O05 ai 233.064 soggetti
controllati nel 2007, 258.270 nel 2008, 237.279 2@09, 235.000 circa nel 2010,
167871 e 196266 nel 2012.

Tale attivita ha rilevato una prevalenza grezzéadwehlattia nei cavalli con valori di
inferiori allo 0,5% in 17 regioni. Complessivamemnel periodo 2007-2012 la
prevalenza nazionale dei cavalli € passata da 02C9%% 0,19-0,23) nel 2007 a
0,07% (1C95% 0,04-0,13) nel 2011 per arrivare a4%0(IC95% 0,01-0,08) nel
2012. Mentre le prevalenze grezze mostravano vaifatiori allo 0,5%, le Regioni
Molise e Abruzzo hanno evidenziato percentuali glii@i positivi assai superiori.
Nel 2007 le percentuali di positivita per le duegRei erano rispettivamente pari
all'l% e 3,7%. In particolare la popolazione equilaruzzese ha contribuito in
modo sostanziale al dato di prevalenza complessinfatti tale Regione nel
quinquennio di sorveglianza ha registrato mediaménd0% del totale di equidi
positivi per anno, pur contribuendo al campionearade degli equidi esaminati nei
singoli anni appena sopra il 4%. Infine non sorgultati trascurabili i dati di
positivita registrati nelle Regioni Lazio e Toscamae hanno rappresentato
rispettivamente circa il 20% e il 10% del totaleinaale di equidi positivi.

*fonte dati CRAIE
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Nel grafico 1 si riporta la distribuzione dei cawmi analizzati con il numero degli
cavalli positivi nel quinquennio del Piano Naziandi sorveglianza della malattia.

Grafico 1: specie cavallo- campioni ematici analizzati e positivi nel p&wo2007-
2012
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Nel grafico 1 si osserva una riduzione del numemqdidi sottoposti a controllo, nel

2011 rispetto agli anni precedenti con una stataliione del dato nel 2012. La
riduzione é determinata dal diradamento delle itdtidi sorveglianza disposto dal
Ministero della Salute nelle Regioni con bassad@cta a partire dall’anno 2010.

La rimodulazione basata sull’analisi della situagi@pidemiologica, emersa dopo il
primo biennio, ha previsto una riduzione dei cdhtomn cadenza bi-annuale su tutti
gli equidi stanziali di eta superiore a 6 mesi,eadezione delle regioni Abruzzo,
Lazio, Molise e Umbria, dove la periodicita dei trofli € rimasta annuale. Inoltre la
periodicita dei controlli € stata annuale anche pgte quelle aziende, che
indipendentemente dalla Regioni, allevavano muiesto in funzione del fatto che il

rischio maggiore d’infezione riguarda le tipologieallevamento con coesistenza di
muli.

Nel grafico 2 viene illustrato 'andamento delleeyalenza di campioni positivi, con

una tendenza alla progressiva e significativa dimione. Nel grafico si rileva che |l
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reale abbattimento delle prevalenza per AIE nei cawlllriferisce all’anno 2009
rispetto al biennio precedente. Nel successivoriee la sieroprevalenza rimane
sostanzialmente costante e risulta comunque tateppaesentare, nel dato cumulato
nazionale, uno stato di apparente infezione spcaadi

Grafico 2: specie cavallo- prevalenza annuale di campioni ematici positivi
confermati dal CRAIE nel periodo 2007-2012
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Per quanto riguarda la diffusione dell’AIE nel mué stato osservato cha
prevalenza nazionale di soggetti positivi per AHisultata intorno al 10% nel
biennio 2007-08. | capi postivi si riscontrano adRegioni Abruzzo (37,02%), Lazio
(17,33%), Marche (12,19%) e Toscana (7,73%), parquota complessiva superiore
al 74% del totale. Risulta evidente come il Mula specie nella quale si osserva un
sostanziale annidamento dell'infezione virale, atipito considerando I'elevato
numero di soggetti risultati positivi in confrontall'esiguita della popolazione
esaminata. Per esempio, nel 2007, i muli positi#182) rappresentavano oltre il
27% degli equidi complessivamente risultati positiel 2007 (N=663), sebbene
costituivano solo lo 0,76% (N=1772) del campioneio@ale degli equidi esaminati

(N=233064). Il Mulo va quindi considerato a rischiolto elevato per AIE su tutto il
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territorio nazionale. Nonostante la natura prow&ali alcuni dati di prevalenza
regionale, dovuta al non completo screening dalf@ofazione in alcune regioni, tale
suddivisione puo fornire alcune indicazioni opemtcirca la gestione futura della
sorveglianza. Nel grafico 3 si riporta il numemmplessivo nazionale di campioni
ematici di mulo analizzati e quelli confermati gosinel periodo2007-2012

Grafico 3: specie mulo- campioni ematici analizzati e positivi confermdal
CRAIE nel periodo 2007-2012
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Nel grafico 4 si riporta 'andamento delle prevalami campioni positivi.

Grafico 4: specie mulo- prevalenza annuale di campioni ematici posaomfermati
dal CRAIE nel periodo 2007-2012
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Dal grafico 4 si osserva come la prevalenza di camgositivi si attesta intorno al
10% nel biennio 2007-2008 per passare a valorisprosal 5% nel biennio 2009-
2010 e attestandosi a valori del 2,08% nel 2@&tanto nell'ibrido mulo e stata
osservata una progressiva e sostanziale diminuziehi@ prevalenza con due punti
di flessione significativi:

* tra 2008 e 2009 (Chi Square Yates corrected; $d,00000)

 tra 2010 e 2011 (Chi Square Yates corrected; pk8,00000)
Inoltre la distribuzione annuale delle prevalenzeasnpioni positivi di muli per AIE
in base alla regione di provenienza conferma quasservato nella specie cavallo
circa I'evidente concentrazione delle positivitdeesgioni dell’ltalia Centrale.
Per contro la specie asinina si e dimostrata mielqgiennio in esame a basso rischio
di AIE.
Nel grafico 5 si riporta la distribuzione dei cammi analizzati della specie asinina.
Nel periodo 2011-2012 sono stati analizzati 28.&@hpioni appartenenti alla specie
asino, 6 dei quali confermati positivi dal CRAIE{R%).

Grafico 5: specie asino- campioni ematici analizzati e positivi confermdal
CRAIE nel periodo 2007-2012
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Nel grafico 6 si riporta 'andamento delle prevalemi campioni positivi nel periodo
2007-2012. Complessivamente sono stati esamin&®6 62ampioni ematici della

specie asino con un totale di 29 soggetti positivi.

Grafico 6: specie asinc prevalenza annuale di campioni ematici posdonfermati
dal CRAIE nel periodo 2007-2012

0,35
0,3 -
0,25

0,2 +
¢ 0,16

Prevalenza %

0,15

0,1

011
0,05 -
: 0,04
l 0,03 10'03 * 0,02

0 T T T T T T 1
2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Anno

Nel grafico 5 si rileva che la numerosita di canmpianalizzati su base annuale e
assai variabile con un numero minimo di test esegel 2008 (N=5.463) ed un
picco nel 2012 (N=17.227). Tale dato suggeriscediversa intensita di prelievo sui
capi della specie asino nel periodo ed un verosimihncato raggiungimento del
100% dei controlli sulla popolazione reale in ungia anni di sorveglianza. La
disomogeneita dei denominatori (numero di campiestiati per anno) potrebbe aver
quindi determinato distorsioni nella stima delleey@lenze annuali di campioni
positivi. In base al costante scarso numero di raBviduati annualmente, viene

tuttavia confermata I'incidenza sporadica dell'mitae nella specie asino.
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Complessivamente possiamo affermare che i trendnass nella popolazione di
capi e aziende controllati nel biennio 2011-201@nwaevidenziato un progressivo e
costante abbattimento dei livelli di occorrenza AAE sul territorio nazionale,
nonostante la conferma di cluster di infezionead#itro-sud lItalia (mappe 1A, B, C
e D). Tale quadro risulterebbe congruo rispettefiitacia delle misure di controllo
messe in atto, con conseguente progressiva rideizaelle fonti di infezione
rappresentate dagli animali infetti. Considerandoltie come la malattia sia
connessa a meccanicismi di trasmissione in nataca fficienti (insetti vettori
meccanici), la riduzione delle fonti di contagiefigura ripercussioni favorevoli sul
futuro quadro epidemiologico dell’AlIE. Tenuto corntloe la popolazione generale di
equidi e stata sottoposta a controllo solo a gad#l 2007, il dato di prevalenza delle
prime 2 annualita (2007-2008) risultava verosimitteecostituito in maggioranza da
campioni positivi “prevalenti”, ossia da campioniedjuidi mai testati prima, i quali
avevano contratto I'infezione negli anni anteced#rz007. Le stime di prevalenza
di campioni positivi del secondo biennio (2009-20%6nivano quindi interpretate
come migliore espressione dell'incidenza dell'inéee, spiegata da 2 possibili
motivazioni:

e il riscontro di campioni di equidi testati e negain precedenza i quali

avevano contratto infezione a partire dal 2008;
» il riscontro di nuovi casi su capi di nuovo arruaknto e non testati nel
corso degli anni precedenti.

Nelle mappe che seguono si riporta la distribuzigeegrafica delle aziende con
almeno un equide confermato positivo nel corso’udgfho biennio del piano di

sorveglianza nazionale.
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Confronto del rischio per Anemia Infettiva Equina tra cavalli e muli

Nel corso del periodo 2007-2012 la prevalenza catival di campioni positivi per i
muli e risultata decisamente piu elevata rispettcampioni esaminati della specie
cavallo. Utilizzando i dati relativi ai controllivelti nel periodo 2007-2012, e stato
stimato il rischio per AIE in funzione della spede appartenenza dei campioni.
Sulla base delle prevalenze di campioni positivi A& osservate nelle 2 specie,
stata “misurata” I'eccedenza di rischio di risudtgoositivi per AIE dei muli rispetto
ai cavalli. Tale verifica e stata effettuata pemiognnualitd mediante calcolo
dell’Odds Ratio — O.R. ponendo come riferimentaii N° positivi e N° analizzati)
relativi ai cavalli rispetto ai muli. In tabella 4i riporta la sintesi dei campioni
negativi e positivi confermati dal CRAIE per i m@d i cavalli e calcolo di O.R.
(stima del rischio per i muli rispetto ai cavallNel grafico 7 sono riportate le OR

calcolate per ogni anno di riferimento.

Tabella 1: campioni ematici negativi, positivi confermati €2RAIE e prevalenza in
base a specie nel periodo 2007-2012 — OR (IC95%) nmapetto a cavallo per ogni
annualita 2007-2012

campioni IC 95%
positivi negativi  prevalenza % O.R. limite inf.  limite sup.

2007 cavallo 477 221.439 0,21 baseline

mulo 182 1.590 10,27 53,14* 44,31 63,71
2008 cavallo 454 242.352 0,18 baseline

mulo 277 2.357 10,52 62,64* 53,57 73,46
2009 cavallo 219 224.099 0,10 baseline

mulo 106 2.096 7,38 51,75* 40,59 65,94
2010 cavallo 223 234.036 0,10 baseline

mulo 130 2.654 4,81 51,41* 41,02 64,4
2011 cavallo 106 154.059 0,07 baseline

mulo 41 2.346 1,72 25,4 17,7 36,5
2012 cavallo 67 177.623 0,04 baseline

mulo 27 1.272 2,08 56,3 43,9 72,04
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Grafico 7: specie mulo e cavallo 2007-2012 stima del rischio per AIE (Odds
Ratio) - mulo rispetto a cavallo
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Per ogni annualita, nel periodo 2007-2012, i campitella specie mulo hanno
mostrato un rischio significativamente piu elevato risultare positivi per AIE
rispetto ai campioni della specie cavallo. Nonastda prevalenze osservate per i
campioni di entrambe le specie hanno mostratoamdtsignificativo di riduzione nel
corso del quinquennio, il notevole eccesso di isper AIE nei muli si € mantenuto

nell'intero periodo di osservazione.
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Mappa 1A

Anemia Infettiva degli Equidi
Aziende con almeno un equide
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Mppa 1B

Anemia Infettiva degli Equidi
Aziende con almeno un equide
positivo confermato in Italia centrale
nel periodo 01-01-2011 - 31-12-2011
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Mappa 1C

Anemia Infettiva degli Equidi
Aziende con almeno un equide
positivo confermato in Italia

nel periodo 01-01-2012 - 31-12-2012
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Mappa 1D

Anemia Infettiva degli Equidi
Aziende con almeno un equide
positivo confermato in Italia centrale
nel periodo 01-01-2012 - 31-12-2012
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Come si evince dalla mappe esposte la prevalendla dealattia risulta
particolarmente alta nellltalia Centrale, nellegitmi Abruzzo, Molise, Umbria e
Lazio. Pertanto il prossimo programma di Sorvegignpartendo dalla situazione
epidemiologica emersa nel periodo 2007-2012 possere mirato: per specie a
maggior rischio, per zone a maggior prevalenza.ee quelle regioni in cui la
percentuale delle strutture che detengono equidiraibate e risulta assai inferiore

alle strutture presenti.
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SEZIONE SPERIMENTALE

Premessa

Lattivita sperimentale della presente tesi e statalta dal sottoscritto presso i
laboratori dell’lstituto Zooprofilattico Sperimem¢adelle Regioni Lazio e Toscana —
Centro di Referenza per I'’Anemia Infettiva Equin@aRAIE) — partecipando al
progetto di ricerca corrente finanziato dal Ministelella Salute dal titolo “Anemia
infettiva degli equini: valutazione di un nuovo fweollo di screening
nell'attuazione del Piano di sorveglianza nazioreleerifica della concordanza fra
metodiche disponibili; studio dei principali fattali rischio nei cluster geografici di
infezione; valutazioni cliniche, immunologiche e@ologiche in equidi naturalmente
infetti”.

In seqguito ai casi clinici e positivita sierolog&per AIE, riscontrati nella primavera
del 2006, su soggetsiottoposti a inoculazioni di plasma infettmn essendo stato
possibile in prima istanza risalire al numero dii lmfetti e alla loro distribuzione sul
territorio Nazionalg a partire dal 2007, il Ministero della Salute \emanato un
Piano di Sorveglianza, rendendo obbligatdiésecuzione dei controlli sierologici
annuali per AIE su tutti gli equidi di eta superiore a sei mesie§ta intensa attivita
di sorveglianza aveva portato ad evidenzigtester di infezione in alcune regioni
dell'ltalia centrale interessando soprattutto i imul

A questo punto bisognava capire se i tassi di peeza osservati fossero
riconducibili ad una effettiva maggiore sensibilda questo ibrido nei confronti
dell'infezione oppure ad un differente grado diaspione ai fattori di rischio. Al
tempo stesso risultava che il quadro epidemiolod®BAIE nel mulo era pressoché
ignoto sia perché un vero e proprio controllo 'ddézione nella popolazione di
muli nazionale non era mai stato condotto su bastensatica e sia perché le
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disposizioni vigenti relative allAlE erano statedirizzate alla verifica dello stato
sanitario di animali da movimentare. Tale situagigotrebbe aver determinato una
“libera” e progressiva circolazione del virus nallm

Infine la letteratura scientifica relativamenteéAdlE nell’ibrido mulo relativamente
ai quadri clinici, immunologici e virologici delhifezione e risultata molto carente.
Ad oggi risulta descritto solo uno studio sull'infene sperimentale condotta tra
I'altro su un numero estremamente limitato di segeper un periodo di follow-up
insufficiente a chiarire gli aspetti patogenetici uh’'infezione da retrovirus, per
contro molto piu esaustiva risulta quella rela@lla specie equina ed asinina.

Per aumentare I'efficienza del piano di sorveglenistituto Zooprofilattico delle
Regioni Lazio e Toscana (IZSLT) per gli esami dmgai di routine dell’AlE, e |l
CRAIE per i campioni inviati per la conferma diagtica della Malattia aveva
adottato un sistema diagnostico a tre livelli samal quello descritto da Issel e al.
(1999). Tale sistema aveva portato ad individuaresiéri come ELISA/IB positivi
AGID negativi tra i 74880 campioni esaminati nedrimio 2009- 2010.

Dal momento che l'analisi di questi campioni aveM@aostrato che la frequenza di
esiti ELISA/IB positivi AGID negativi era signifitevamente piu alta nei muli che
nei cavalli. (Odds ratio = 103 95% IC 76.22-139e2)considerato che questa
evenienza avrebbe potuto rendere la diagnosi egioa di AIE piu problematica nel
mulo E. caballusx E. asinu} e data la scarsita di informazioni relative alEAnei
muli, abbiamo sentito I'esigenza di condurre lodgtuosservazionale oggetto della

presente tesi.
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Obiettivo del presente lavoro

condurre uno studio osservazionale longitudinalarsgruppo di 10 muli
naturalmente infetti;

verificare correlazione tra la viremia plasma asga e la reattivita
sierologica,;

verificare se pattern di positivita molto deboli &st AGID fossero
associati all’elusione del controllo del virus deIE associati ad un

ridotto rischio di trasmissione.
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Materiali e Metodi
Animali utilizzati nel progetto

Lo studio e stato condotto su 10 muli identificdéi 1 a 10. Gli animali sono stati
acquistati da 5 differenti focolai registrati in diverse ed adiacenti provincie
dell'ltalia Centrale. Sebbene gli animali proveeiss da focolai indipendenti, la
localizzazione geografica degli stessi era in gdarrelativamente ristretta,
rappresentata dall'area dorsale dei pre-Appenrefiiltdlia Centrale come riportato

nella mappa 2.

Mappa 2: Province di provenienza degli animali arruoladr o studio.
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L'eta degli animali variava in un ampio intervallmn il mulo n. 2 di 2 anni, i muli
n.1,5,6,7,9 e 10 con un’eta tra 8 e 13 anni, ildi.87 annie imulin.4 e 3di 22 e 30
anni rispettivamenteGli animali sottoposti ad osservazione erano susithii in
due gruppi di cinque animali ciascuno. Il gruppodmposto da cinque soggetti con

una chiara reattivitd sierologica positiva a twttitre i test impiegati nel sistema

diagnostico a tre livelli e il gruppo N compostoaaque soggetti negativi o con una
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reattivita dubbia al test AGID definita anche indogpiu oggettivo come scorels
come riportato nello schema di classificazioneadstiore in Figura 1A.

| pozzetti riportati nella figura 1A sono i pozZetei quali e distribuito il campione.
In pratica il siero in esame € disposto tra duezptii contenenti il siero positivo di
lavoro. Il pozzetto contente I'antigene e dispagt@entro, all’opposto del pozzetto
contenente il campione, come riportato nella figliBa(rappresentazione schematica
della distribuzione dei campioni in esame con met#®aID).

Le figure di positivita presentate nella figura fappresentano il grado di positivita
al test AGID e sono classificata da 5 a 1. Il siknlfdleg viene anche espresso come
“0” mentre con lo score 1 corrisponde alla reazicom positivita molto deboli. Le
reazioni riportate nella figura 1 con i numeri 8 e “5” corrispondono a reazioni
da considerare positive al test AGID.

Figura 1A: Schema di score per la classificazicgleedeazioni nel test AGID.

Figura 1B:rappresentazione schematica della distribuzionecdeipioni in esame
con metodo AGID.
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Il gruppo P comprendeva i muli numerati con 1,2,¢,90 e il gruppo N i muli
3,5,6,7 e 8. Nella tabella 2 si riporta il riepitoglelle caratteristiche generali del
gruppo di animali osservati e il profilo di reattévsierologica all’AlE.

Tabella 2. Caratteristiche relative ad eta, sesseattivita sierologica e durata del
trattamento immunosoppressore del gruppo di miliizzati nel lavoro.

Numero identificativo del . reattivita sierologica Durata del trattamento
mulo eta 56880 (ELISA/AGID/IB%) 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 +/1/+ 10
castrato

17 femmina +/1/+ 10
9 11 femmina +/2/+ 10
10 7 femmina +/3/+ 10

®Risultati sierologici in ELISA e IB riportati quaditivamente come positivo (+) o negativo (-). La
reattivita in AGID é riportata come score puntegggol a 5 come descritto nella figura 1A. | mulico
score 0 o0 1 sono rispettivamene mulo 3 e 6 e mufoes8.

Tutti i muli risultavano positivi in ELISA e IB a@ccezione del mulo n° 6 che
reagiva negativamente al test ELISA ed AGID. Dopo iniziale periodo di
osservazione di 56 giorni, gli animali sono statit@gposti ad immunosoppressione
(IS) con desametasone, per un periodo di 10 giqueui, verificare se la risposta
clinica, umorale e virologica fosse simile a qugll@cedentemente riportata nei
cavalli (Kono et al., 1976; Craigo et al., 2007).

Prima di procedere allo studio gli animali sondigtsstati per le malattie infettive di
maggior rilevanza nella specie equina quali Eqileepes Virus 1 e 4 (EHV 1 e 4) e
piroplasmosi al fine di verificare se la loro preza potesse influenzare I'evoluzione
dello studio osservazionale.

Al reclutamento, definito come il giorno in cui ghnimali sono stati arruolati
dall'azienda di origine, tutti i soggetti erano fies a Babesia caballi o Theleria equi

oppure ad entrambi gli emoparassiti nei test ELIS&@mmerciali (Babesia
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equi/caballi Antibody test Kit, cELISA-VMRD, In®) effettuati in accordo alle
istruzioni riportate dal produttore. Per questo it tutti i soggetti sono stati
sottoposti una settimana prima che iniziasse |alistwsservazionale ad un
trattamento con Imidocarb (Inter%®tcon il dosaggio indicato dal produttore.
Durante tutta la fase sperimentale gli animali s@t&ti esaminati con cadenza
settimanale per le infezioni sostenuta da EHV-1wesdndo un saggio di Real-time
PCR (RT-PCR) cosi come descritto da Damiani €80%).

A partire dal giorno del reclutamento gli animadne stati stabulati in una struttura
coperta.

Le procedure relative al governo degli animali & aperimentazione sono state
condotte sotto supervisione veterinaria e in aczaon la normativa comunitaria
vigente sugli animali da sperimentazione.

Per tutta la durata dello studio sono state adottasure di biosicurezza per azzerare
il rischio di trasmissione della malattia, speciahte rappresentato da quello
latrogeno. Inoltre sebbene lo studio sia statatefi#o in un periodo non coincidente
con quello di attivita degli insetti vettori, i mudono stati regolarmente trattati con
insetto repellenti, Tri-Tec 1 (Farnam®).

Si riporta a seguire un riepilogo dello stato samot degli animali al giorno del
reclutamento.

MULO 1. risultava positivo per entrambe le piroplressi, debolmente positivo per
EHV-1 1 e positivo per EHV- 4, positivo per AIE drcin AGID con score 2.

MULO 2: questo mulo partiva negativo per entrambeiroplasmosi, debolmente

positivo per EHV-1 e positivo per AIE anche in AGEOn score 3.
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MULO 3: l'animale risultava sieropositivo per aitervirale, positivo per B. caballi,
negativo per Theleria equi, debolmente positivogieherpes e negativo per AIE in
AGID.

MULO 4: siero-negativo agli agenti infettivi presi considerazione, positivo AIE
con score AGID pari a 3.

MULO 5:tale mulo partiva positivo per entrambe legoplasmosi, debolmente
positivo per EHV-1 e 4, negativo in AGID.

MULO 6: questo mulo partiva positivo per B. equébdlmente positivo per EHV 1
e positivo per EHV-4, negativo in AGID.

MULO 7: quest’animale partiva positivo per B. eqigbolmente positivo per EHV-
1 e positivo EHV- 4, negativo in AGID.

MULO 8: soggetto positivo per entrambe le piroplasm al momento
dell'arruolamento, positivo per EHV-1 e 4, debohteepositivo in AGID.

MULO 9: Animale positivo per entrambe le piroplasngositivo per EHV-1 e 4,
debolmente positivo in AGID.

MULO 10: mulo positivo per B. equi, positivo peH¥-1 e 4, positivo in AGID.
Raccolta campioni per esami di laboratorio

I muli sono stati controllati quotidianamente per totale di 84 giorni per sintomi
indicativi di AIE (Leroux et al. 2004): alteraziomllo stato generale dell’animale,
febbre, anemia, edema e ittero. La temperaturaaleete stato misurata
giornaliermente e sempre alla stessa ora.

Campioni di sangue con e senza acido etilendiantetiraaetico (EDTA) sono stati
raccolti quotidianamente dalla vena giugulare ibi tuenoject per le indagini
sierologiche e virologiche. Da ciascun campione @mticoagulante sono stati
ottenuti il plasma ed i leucociti (buffy coat) redguente modo: un volume di cinque
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ml di sangue e stato sottoposto a centrifugazi@nespa 50@ al fine di separare |l
plasma dagli eritrociti. Successivamente il plasgnatato trasferito in una nuova
falcon e sottoposta a centrifuga per 30" a IRPOquesto modo il plasma ottenuto,
privo della frazione cellulare, e stato raccoltosteccato. Il pellet di leucociti
rimanente e stato sospeso in un volume di 0,5 r@rdeno di trasporto costituito per
il 50% da PBS (phosphate buffer solution) conteme®enicillina G pari a 10.000
IU/ml, Streptomicina pari a 0,01 g/ml e infine Aotericina B 0.25 mg/ml e il 50%
da glicerolo. Inoltre sempre quotidianamente, tamp@sali sono stati raccolti da
tutti i soggetti per verificare la presenza di EH\e 4 ed immersi in terreno di
trasporto. Dopo una notte di incubazione a 4°Gnp@ni sono stati centrifugati per
20’ a 100@ e il surnatante trasferito in nuove provette. iTuttampioni sono stati
stoccati a — 80°C fino al giorno dell’esame.

Il siero é stato ottenuto dai campioni di sangusiar centrifugazione per 10 minuti a
179, il surnatante e stato raccolto e conservato 4G-80

Inoltre campioni di tessuto (in caso di eutanabisdttimento del soggetto)
provenienti dai seguenti organi: Milza; linfonodiedhastinici e mesenterici; Timo;
Fegato; Polmone; Rene; Cervello; Midollo spinalepf2; Ghiandole surrenali sono
stati raccolti e stoccati a —80°C per essere sogtdp prove d’isolamento del virus e
di biologia molecolare.

| campioni prelevati destinati al’esame istopatiid® sono stati fissati in formalina
con lo scopo di preservare il meglio possibilesstei.

Conta piastrinica

Trombocitemia: il conteggio delle piastrine e staseguito su campioni di sangue
intero prelevati mediante provette contenenti EDXbh la stessa cadenza con la
guale sono stati effettuati i rilievi termometrién considerazione del fatto che |l
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numero di piastrine per pl di sangue varia entnaitiimolto ampi nelle singole
specie e che le piastrine subito dopo il preliegndbno a impilarsi e quindi la
valutazione spesso potrebbe risultare sottostin@ime per la misurazione della
temperatura corporea e stata costruita una basdilinéerimento prima dell’inizio
del trattamento farmacologico con un valore limitéeriore fissato intorno a 1 x
10°/ul. Per la conta delle piastrine (PLT) & statoi@gpto un contatore automatico
Cell-Dyn 3700 (ABBOTT).

I mmunosoppressione farmacol ogica

La metodica di immunosoppressione utilizzata easgaiella descritta da Kono e al.
(1996) e Tumas e al. (1994). La durata del trattamper ciascuno animale é stata
calcolata in base alla risposta di ipersensibititardata cellulo mediata (DTH=
Delayed Type Hypernsensitivity).

Tutti i soggetti sono stati inoculati per via artruscolare con Desametazobd/iZ)
(Rapisof?) al dosaggio di 0.11 mg/kg di peso corporeo/giammartire dal 57 giorno
dell'inizio dell’esperimento.

Valutazione dell'immunosoppressione

Al fine di verificare l'efficacia del trattamentdSIsono state effettuate prove di
intradermoreazione utilizzando come allergo-aptdae fitoemaglutinina PHA
phytohemagglutinin (PHA — Sigm&). Le prove di intradermoreazione sono state
eseguite su tutti i muli sia prima che dopo iltaatento di IS per misurare la risposta
immunitaria istogena, evidenziabile clinicamentealguespressione di una reazione
d’ipersensibilita di tipo ritardato come descritta Baus e al. (1996)

Per misurare in modo specifico lintensita dellaziene DTH, provocata dalla
risposta immunitaria cellulo-mediataCé€llular Mediated Immunity-CNIl e
differenziare in tal modo reaziobBiTH da quelle di generiche di flogosi locale anche
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in considerazione del fatto che I'aumento dellosspee della plica cutanea puo
essere dovuto anche al lento riassorbimento deinweld’inoculo é stata impiegata
I'intradermoreazione comparativéDC) che prevede l'inoculazione contemporanea
in due zone distinte del collo di 5§ di PHA (PHA — Sigm3) in 1 ml di soluzione
salina e 1ml di soluzione salina tal quale e ilfoamto delle relative reazioni.
La misurazione dell’incremento dello spessore dpliea cutanea é stata misurata
con cutimetro a distanza di 24 ore dall'inoculagaell’antigene e la valutazione
quantitativa della reazion@TH e data dal rapporto tra la reazidPeA e quella di
controllo.
Un aumento di 5 mm o piu dello spessore della piegganea nel punto
d’inoculazione dell®?HA e di 2mm in quello della soluzione salina assocasegni
clinici riferibili a una reazione inflammatoria lale e correlato a una buona risposta
CMI dell'individuo prima del trattamento con desametez Dopo il trattamento con
desametazone il rapporto tra le due reazioni desgere_<1. Linoculazione
intradermica di PHA, contrariamente a prove allergiche come la rea&zion
tubercolinica, non provoca una desensibilizzazioraecata che si manifesta con la
diminuzione o addirittura la scomparsa della red#ti ad una successiva
inoculazione eseguita anche a distanza di diveetamane. Cio ha permesso di
ripetere la prova a intervalli di pochi giorni l'ardall’altra in modo da monitorare la
rispostaCMI prima e dopo l'immunosopressione. Nel caso speciBono stati
effettuati i seguenti controlli:
. La prima intradermoreazione € stata eseguita senigprima dell'inizio del
trattamento con desametazone;
. La seconda intradermoreazione e stata eseguitaiat)’ del trattamento con

desametazone;
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. La terza intradermoreazione € stata eseguita alirier del trattamento con
desametazone

. La quarta e ultima intradermoreazione € stata @segu distanza di una
settimana dal termine del trattamento con desametaz

I muli sono stati controllati quotidianamente rigl@ ad eventuali reazioni avverse

legate al trattamento.

Analisi sierologica

| campioni di siero raccolti a partire dal reclutmo degli animali e durante la fase

di studio sono stati esaminati sierologicamentel@mpiego del sistema diagnostico

a tre livelli.

I metodi sierologici usati nello studio sono statseguenti: C-ELISA (ELISA),

immunodiffusione in gel di agar (AGID) e immunobi@®B). La scelta di utilizzare

tali prove sierologiche & dovuta al fatto che esseo contemplate nei piani di

monitoraggio e sorveglianza nazionale.

L'antigene usato per 'ELISA e il test AGID e [#@6 ricombinante prodotta come

segue: la sequenza del ceppo Wyoming del virusdAliferimento e stata usata per

il clonaggio € l'espressione della proteina capgsidi p26 (Genbank accession

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

proteina p26 e stata amplificata a partire daramimento di 1547-paia di base (bp)

BamHI-Xbal, clonata nel vettore pGEM-3zZf {t/(Langemeier et al., 1996)

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

Kentucky, USA). | primers per I'amplificazione delsequenza della proteina p26

sono riportati di seguito. Questi primers sono istabdificati all’estremita 5,

introducendo un sito di restrizione per il sucoesstlonaggio. Le sequenze di

primers sottolineate corrispondono al sito di iegtne per Ncol (p26U) e Xbal

39



(p26L). | primers riportarti in parentesi si rifecono al genoma del ceppo Wyoming
del virus AIE (Genbank accession number: M1657p26U): A TCC ATGGTA
GAT GGG GCT GGA AAC AG (ceppo Wyoming position nibem, 838-865),
(p26L): AG TCT AGATTAAAG TGC TTT TGC CAATAACA,

(ceppo Wyoming position number, 1553-1522).

La mix di amplificazione é stata preparata comeusedng of pGEM-3Zf (+)
1547-bp BamHI-Xbal construtto; 40 uM each dNTP, Q4 di ciascun primers
p26U e p26L, 3 U di Ultma DNA pol (Applied Biosgsihs, Foster City, CA, USA),
DNA pol Ultma buffer 1X; 1.5 mM MgCI2, e aggiunta acqua (H20-DEPC) per
raggiungere un volume totale di 100 pl. La PCR aaseffettuata utilizzando |l
seguente profilo termico: 80 8C for 5 min; 95 8€ Xfamin; 25 cicli a: 94 8C for 30
s, 55 8C for 45 s, 72 8C for 45 s; ciclo finale2a8C for 7 min. | prodotti della PCR
sono stati digeriti con enzimi di restrizione No®Xbal e successivamente clonati
in un vettore di espressione pTHIO-HIS (Invitrogéife Technologies, Carlsbad,
CA, USA), seguendo le istruzioni del produttore. u@teine espresse da vettore
pTHIO-HIS sono state fuse all’estremita N- terménper una versione modificata di
E. coli thioredoxin (TrxA, molecular weight of 1DR).

Sotto il controllo di un promotore trc. Il constiautrisultante (pMTR1) é stato usato
per trasformare E. coli ceppo TOP10 (Invitrogerfe LTechnologies, Carlsbad,CA,
USA).

Le colonie trasformate sono state fatte cresceransterreno selettivo contenente
ampicillina, seguendo procedure standard (Sambreolal., 1989). Le colonie
trasformate sono state selezionate per la presenpMTR1 con un’analisi con
enzimi di restrizione del DNA plasmidico e purifioacon kit commerciali (Plasmid-
Mini Kit, Qiagen, Hilden,Germany), seguendo le oadioni del produttore.
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Lidentita e la sequenza dell'inserto clonato etastaontrollata mediante il
sequenziamento utilizzando un ABI310 - Applied Bgisms DNA sequencer. |
ceppi di E. coli TOP 10 (pMTR1) clonati sono sttiti crescere in brodo Luria
contenente ampicillina e l'espressione delle pratedi fusione, clonata sotto |l
controllo del promotore trc e stata indotta mediaaggiunta di mM isopropyl-b-
thiogalactopyranoside. Le colture cresciute in saspne sono state centrifugate per
10 min a 2000g a 4°C e il pellet e stato risospeszd mM Tris/HCI pH 8, 2,5 mM
EDTA, 5 mM imidazole, come indicato dal kit di espsione (Invitrogen, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Dopo tre passdggonicazione di 20 secondi
ciascuno, la sospensione e stata sottoposta aidhe di congelamento e
scongelamento a -80°C e +37 °C. Il lisato batter&costato successivamente
centrifugato a 12.0@Pper 10 min a 4°C. In seguito sia il surnatante ithpellets
sono stati controllati con la metodica immunobfatper verificare la presenza della
proteina ricombinante p26 usando un siero positivareferenza internazionale
acquistato dal National Veterinary Services Lalmtas, USDA. La proteina rilevata
nel surnatante del lisato batterico aveva il pesteoolare di circa 38 kDa cosi come
atteso.

Come prescritto dal manuale OIE, un totale di 8&thmioni (400 positivi e 400
negativi) di equidi raccolti durante le attivitastireening di campo € stato utilizzato
per calcolare rispettivamente sensibilita e spatifi diagnostica della proteina
ricombinante p26 usata nel test AGID e C-ELISAakfine e stato usato come
metodo di referenza il test AGID impiegando comagame il virus dell’ AIE ceppo
Wyoming coltivato in colture cellulari. La specifig e la sensibilita diagnostica per
il test AGID e stata del 100%, mentre per il tesEIGSA, la sensibilita & stata del
100% mentre la specificitd e stata del 80.3%. lastjultimo caso, il fatto che la
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specificita fosse piu bassa non é stato considéa#ttare critico dal momento che il
C-ELISA ¢ stato utilizzato come metodo di screenengertanto tutti i campioni
positivi sono stati confermati con altri test qusGID e IB.

Di seguito si riporta una breve descrizione dei adetutilizzati nel sistema
diagnostico a tre livelli.

| sieri sono stati utilizzati con il metodo AGID siwitto dal manuale OIE (OIE,
2012). | campioni sono stati testati non diluita lettura delle piastre e effettuata
dopo 24-48 ore d’incubazione. | risultati sonoistapressi con lo score da 0 a 5
sulla base della posizione della linea di precgiiiae come riportato nella figuralA
e descritto da Issel e al., (1999).

I metodo C-ELISA e stato utilizzato come desoritia Scicluna e al., (2008) e Issel
e al., (2013) con le seguenti modifiche: ciascumosie stato diluito per raddoppio
partendo da due separate diluizioni di 1/4 e 1/® falla diluizione di 1/1024 e
1/1536 al fine di ottenere diluizioni intermediea fle due serie. Nel dettaglio la
metodica  C-ELISA consiste nel sensibilizzare NuMaxisorp ® plates
(“micropiastre di rilevamento”) per 16-24 ore a@°on un anticorpo monoclonale
(Mab) diretto contro uno degli epitopi della p2@uto in soluzione glicerina-PBS.
Tale anticorpo svolge la funzione di “catcher”.tA&tmine della fase di adsorbimento
del Mab catcher alla “micropiastra di rilevamentoiia “miscela p26 ricombinante-e
il siero in esame” presenti nella “piastra di @td” nella quale sono inseriti anche i
controlli della reazione (controllo antigene, coflty di siero positivo, controllo di
siero negativo, controllo bianco) viene trasfeati “micropiastra di rilevamento”
precedentemente adsorbito con il Mab catcher. Viginge aggiunto il secondo Mab
definito tracer, coniugato con I'enzima perossidadkP). Leventuale presenza, nel
siero in esame, di anticorpi diretti contro la p@6tacolera l'interazione tra la p26
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ricombinante con il Mab catcher. In questo casavsa I'inibizione dello sviluppo
della colorazione, che dovrebbe seguire allaggiudel substrato cromogeno
del’HRP. La positivita di un campione determinangli I'inibizione dello sviluppo
della colorazione. La reazione e letta allo sp&ditammetro che rileva le assorbanze
dei pozzetti (DO) a una lunghezza d’onda di 492 nm.

| risultati sono stati interpretati utilizzando keguente equazione: Percentuale
d’inibizione (P1) = 100 - (OD media dei campioniDOnedia dei controlli negativi X
100).

Il campione e considerato negativo se la Pl ¢é ioferal 30%, positivo se la Pl e
maggiore del 50%, dubbio se la Pl € compresa 8@ @ il 50%. Il titolo di un siero &
rappresentato dal reciproco della piu alta ding ancora positiva.

Le membrane utilizzate nell'lB sono state forni@ &r. C.J. Issel (Gluck Center,
KY, USA) e i dettagli della preparazione e dellagedura IB utilizzata sono quelli
descritti da Issel e Cook (1993) e Issel e al.99)9con le seguenti modifiche: le
membrane di partenza sono state tagliate in stdstia larghezza di 0,5 cm ed
utilizzate per ogni singolo campione.

Il siero di ogni campione é stato testato allaidiine di 1/20 in n un volume finale
di 450 pl. Siero coniugato di coniglio anti IgGagivallo (Sigm8) & stato utilizzato
alla diluizione d’'uso in un volume finale sempre 460 pl. | sieri sono stati
considerati positivi se presentavano un’intensit&cadore >a quella dei controlli
positivi per quanto riguarda le bande corrispotel@te principali proteine del virus
dell’AIE quali la p26, cosi come per almeno undealdlie proteine dell’envolepe del
virus AIE (gp90 and gp45). Gli stessi campioni setadi esaminati ad una diluizione

maggiore di 1/80, al fine di rilevare variazionimgorali della reattivita per le tre
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principali proteine del test IB ed eventuali difaze derivanti dall’oscuramento di
tali proteine alla diluizione 1/20.

| campioni di ciascun mulo sono stati processaii cenfronti dei tre metodi
sierologici tutti insieme nello stesso giorno.drsierano esaminati tutti insieme su di
un’unica piastra per quanto attiene &kELISAe sulla stessa membrana se trattati in
IB con lintento di eliminare possibili variabilitiedvanti dall’esame dei campioni in
tempi differenti.

Analisi virologica

Stima della carica virale plasma associata

Il plasma raccolto durante il periodo di osservagi@ stato esaminato per stimare la
carica viremica (VRNA) plasma associata, usando Real-time PCR quantitativa
(QRT-PCR) come descritto di seguito, diretta pea tegione del gene tat dell’esone
1 del virus AIE. Il RNA totale é stato estratto wia volume di plasma pari a 140 pl
utilizzando il kit QIAampl Viral RNA Mini kit (Qiagn, Hilden,Germany) come
riportato dalle indicazioni del produttore ed ingaedo un estrattore automatico
QIlAcube®. Il RNA & stato estratto in doppio da ciascun cam@ e la sua
concentrazione e stata misurata utilizzando urtrgfetometro.

I RNA estratto é stato utilizzato subito oppurenservato a -80 °C fino agli esami
successivi.

La trascrizione inversa é stata effettuata utilimtaun High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster CiyA, USA) e 200 ng del RNA
estratto contenuto in un volume di 30 pl, con liagtp dei seguenti reagenti: 6 pl di
10X random hexamer primers, 6 pul 10X RT-Buffer, gIANTP mix 100 mM, 3 pl
of 5 U Multi Scribe Reverse Transcriptase e 12.6djuH20-DEPC ottenendo un
volume totale di mix di reazione uguale a 60 plsirgesi del cDNA é stata eseguita

44



utilizzando un termociclatore a 96 pozzetti - ABritte96 well ThermalCycler
(Applied Biosystems, Carlsbad, USA) con il segueritdo termico: 25 °C per 10
min, 37 °C per 120 min, 85 °C for 5 min. | primerse sonda per la gRT-PCR sono
stati disegnati in collaborazioni con il Dr. F.Rodk (Gluck Center, KY, USA), sulla
sequenza altamente conservata della regione dmfiéeed del gene tat del genoma
virale, attraverso l'allineamento delle sequenzevidtas AIE pubblicate in GenBank
(Accession Numbers:AB008197, AF327877, AF03382048D631, JX480632,
JX480633, JX480634), amplificando una regione d® ip. La posizione e la
sequenza dei primers e delle sonda sono le segusnno riferite ai ceppi di AIE
britannici EIAVuk strain — GenBank no. AF016316: Mkorward: 50-GGC GCC
CGA ACA GGG ACC-30 (EIAVuUk position number, 310-324klll Reverse: 50-
TGG CCA GGA ACA CCT CCA GAA GAC-30 (ElAVuk positiomumber, 405—
428). La sonda e la seguente EIAV (LNA) Fluoresé#hFAM-T[+G]JA ACC
T[+G]G [+C]TG ATC G[+T]AG[+G]A-30BHQ 1 (EIAV uk pogion number, 353—
373).

Per la PCR quantitativa & stato utilizzato un KagMarf Universal PCR Master
Mix kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USApn la seguente composizione:
12.5 pl of TagMafi2X Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,sk
City, CA, USA), 900 nM of forward primer, 900 nM o¢verse primer, 300 nM di
sonda, 5 pl di cDNA e H20-DEPC per ottenere un ma&uotale di 25 pl. La gRT-
PCR e stata effettuata utilizzando un AB 7900H$tReal-Time PCR System con
il seguente ciclo termico: 50 °C for 2 min, 95 @ 1.0 min, e 50 ciclia 95 °C per
15 s, 52 °C per 30 s e 60 °C per 1 min. In ciasgalo di gRT-PCR un controllo
interno opportunamente quantificato, sviluppato eotescritto di seguito, e stato
incluso per stimare la carica virale come copiBMA/mI di campione di plasma.
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Tutti i dati sono stati analizzati utilizzando uBIA7900HT Sequence Detection

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

Messa a punto del controllo interno per la gRT-PCR

| prodotti della RT-PCR relativi alla coppia di mer del virus AIE MKIII, ottenuti
dal mulo n° 4, sono stati purificati utilizzandoQIAquick® PCR Purification kit
(Qiagen, Hilden,Germany) e sono stati clonati IRRHETOPO vector-TOPO TA
Clonind® Dual Promoter kit (Invitrogen, Life TechnologiesrBaad, CA, USA).
Una reazione di legame e stata utilizzata perdrasdre le cellule competenti ONE
SHOT TOP 10 (Invitrogen, Life Technologies, Carlsb&A, USA), seguendo le
indicazioni fornite dal produttore. La presenza pieidotti della PCR clonati é stata
verificata attraverso il sequenziamento del plagmidilizzando sia la coppia di
primers EIAV MKIIl sia dei primers interni al vet® pCRII-TOPO. I DNA
plasmidico utilizzato per la trascrizione in viteostato purificato con il kit Nucleo
Spin Plasmid kit (Macherey-Nagel, Duren, Germatiygarizzato con il clivaggio
mediante I'enzima di restrizione EcoRV e la conEzibne é stata misurata con lo
spettrofotometro (Bio Photometer, Eppendorf, HarghGermany). La trascrizione
in vitro e stata effettuata con il kit MEGA Scriptd/Sp6 kit (Ambion, Austin, Texas,
USA) seguendo le indicazioni del produttore, wtiéimdo come templato un 1 mg del
DNA plasmidico linearizzato. IL RNA trascritto intko e stato trattato con 2 U di
DNAse | (Ambion,Austin, Texas, USA) per 6 h a 37.°Successivamente
all'inattivazione il RNA é stato purificato con ggiunta di acetato di ammonio e di
etanolo e la mix e stata incubata per 30 min a @OIP pellet di RNA é stato

risospeso in H20-DEPC e conservato a —80 °C fintutiikzzo. Prima del
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congelamento il numero di molecole di RNA e statdcalato sulla base della
concentrazione del RNA misurata utilizzando lo sp&itometro.

Il limite di rilevamento (LOD) é stato determinatitilizzando il RNA trascritto in
vitro e generato con i primers del virus AIE ( EIMKII. Aliquote del RNA diluito

in base a log10 sono state preparate per coprirange di diluizioni tra 3,77 x£0
fino a 1 copia/pul di RNA e conservate a —80 °@nnvolume di 5 pl e usati una sola
volta. Il test per il LOD e stato effettuato in irelipendenti occasioni e il valore di
Ct (ciclo soglia - threshold cycle) e stato usa&r fa costruzione della curva
standard. La soglia limite e stata settata rfeba@ esponenziale della reazione e |l
valore Ct piu alto di 45 e stato considerato n&gati

La curva standard e stata ottenuta dalla lineagtesssione lineare attraverso i punti
della curva dei Ct rispetto al logaritmo della cemitazione del controllo interno
standard.

La quantita di RNA nei campioni sconosciuti & stattenuta interpolando la curva
standard con i valori di Ct ottenuti per ciascump#ne e corretta per ottenere le
copia di RNA per ul di plasma. Il valore di Ct mésiscun campione é stato calcolato
sulla media ottenuta dall'esame di ciascun campestiatto ed esaminato in doppio.
Real time PCR per EHV-1e 4

La Real time PCR per EHV-1 e 4 é stata effettuataecdescritto da Damiani e al.
nel 2005. || DNA totale e strato estratto da 14@i¢ll surnatante del tampone nasale,
utilizzando il kit QlAamf Viral RNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)
seguendo le indicazioni del produttore ed impiegameh estrattore automatico
QIAcubé® e la sua concentrazione & stata misurata allorefmtometro. | primers e
le sonda sono stati disegnati sulla base di unamegonservata della glicoproteina
E. La sequenza e la posizione dei primers é lasseguEHV Forward primer —
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50-CCACGGCTAGGAGAGCACTT-30,

EHV Reverse primer —50-CKRGTCCAAGCTCCCAACTCT-30, ¥H sonda 50-
FAMTCGGGCACAAAAT-MGB-30,

EHV-4 sonda 50-VIC-ATCCATCTGAGGCAACAA-MGB-3'. La mizione sul
virus EHV-1 V592 (GenBank AY464052) del primersaise € da 135,198 a 135,217,
per il primers antisenso € da 135,275 al135295 @amamda é stata di 229 a 135,241.
La posizione sul virus EHV-4 (NS80567-Genbank ARIEBY per il primer senso e
da 133,697 a 133,716, per il primers antisensm$zpne € da 133,774 a 133794 e
per la sonda da 133,752 a 133,769.

Per la Real Time-PCR, TagManUniversal PCR Master Mix kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e stata usatselguente composizione: 12.5 pl
of TagManl 2X Universal PCR Master Mix (Applied Bystems, Foster City,CA,
USA), 900 nM del primer senso, 300 nM del primetissemso primer, 120 nM della
sonda EHV-1, 240 nM della sonda EHV-4, 5 ul del ¢D&l H20-DEPC per un
volume finale di 25 pl.

L'amplificazione é stata ottenuta utilizzando urB A900HT Fast Real-Time PCR
System with con il seguente profile termico: 508€ 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 uegsienziatore ABI 7900HT Sequence
Detection Systems software package ver. 2.4 (Ag@i®systems, Foster City, CA,
USA).

Sequenziamento dei amplificati ottenuti alla nestedPCR

Il sequenziamento preliminare e stato effettuatdisuna regione di 313 bp del gene
gag del DNA provirale estratto dai leucociti al memto del reclutamento degli
animali impiegando una nested PCR come descritt€aapelli e al. (2011), alla
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quale sono state apportate piccolissime modifitHeNA genomico € stato estratto
dai leucociti utilizzando un kit QIAanTpDNA Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany),
seguendo le indicazioni del prodottore. | primetiszaati per la nested-PCR sono
stati quelli riportati da Cappelli et al. (2011)ech aveva disegnati utilizzando gli
allineamenti dei virus dell’AlE isolati in Asia, Md America e Europa. Le mix delle
due PCR sono state preparate utilizzando Plaffnitfx DNA Polymerase kit
(Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USAx master mix per la PCR 1 e 2
e stata composta da 5 ul di 10X Buffer, 0.5 mM NiT&s,2 mM MgSO4, 0.025
U/ml della Platinufi Pfx DNA Polymerase (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA,USA), e H20-DEPC per un volume totklg0 pl.

Per il primo ciclo di PCR sono stati usati 0.2 m# drimer senso (EIAV DNA ITA
F 50-GAATGGAGCAAAGCGCTCA-30), 0.2 mM del primers taenso (EIAV
DNA ITA R 50- CTGCCCAGGCACCACATCTA-30) e 5 pl deDNA mentre per il
secondo ciclo di PCR sono stati utilizzati 0.2 m&d grimer senso (EIAV DNA ITA
NSTD F 50-TGTGGGCGCTAAGTTTGGTG-30) e 0.2 mM del mper antisenso
(EIAV DNA ITA NSTD R 50-TTTCTGTTTCCAGCCCCATC-30) & pl del
prodotto della prima PCR. Lamplificazione e statfiettuata utilizzando gene
Amp®PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster Ci#l, OSA) e il profilo
termico utilizzato sia per la prima che per la setzoé stato il seguente: 94 °C per 10
min; 35 cycles per 94 °C per 15 s (PCR1)/20 s (BAC®2°C per 30 s, 72 °C per 40
s (PCR1)/30 s (PCR2) ed una estensione finale &€7@er 10 min. La lunghezza
delle sequenze amplificate é stata rispettivaméindd?7 bp per la PCR1 e di 313 bp
per la PCR2.

Successivamente i prodotti della nested-PCR saato mirificati utilizzando il kit
QIAquick PCR Purification kit (Qiagen, Hilden,Gernyg e sono stati sequenziati
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utilizzando la coppia dei primers interni della teelsSPCR e il kit Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kitsivar3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) con un sequenziatore autoroafABlI PRISM1 310 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems, Foster City, CA,USAe sequenze nucleotidiche
sono state comparate con quelle pubblicate in GeknBan l'ausilio del software

Nucleotide Blast (BLASTn)Http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.ggi

Risultati

Profilo clinico e verifica della immunosoppressione farmacol ogica indotta

In nessun mulo oggetto del nostro studio e stdevata malattia al momento
dell’arruolamento e nessun segno clinico comunéenaassociato all’Anemia
Infettiva Equina e stato rilevato durante i prirBidiorni di osservazione.

La condizione osservata appena descritta confeansaupposizione che tutti i muli
erano nello stadio di portatore inapparente dalsvidellAIE e con un controllo
attivo della replicazione virale. Il trattamentoncDesametazone € stato effettuato in
tutti i muli fino a quando il rapporto DTH tra Ipassore della plica cutanea indotta
dalla PHA e il controllo era €. Con la sola eccezione del mulo 1 in cui ISagast
ottenuto con 10 giorni di trattamento con Desanwetaz nel resto del gruppo |l
rapporto DTH é stato ottenuto con un trattameletta durata di 8 giorni.

Inoltre non sono stati rilevati effetti collateralbmunemente associati ai trattamenti
IS, come I'incremento del battito cardiaco.

Successivamente al trattamento IS sei muli hanmsentato uno stato febbrile
transitorio registrando temperature di 39 °C. Tagno clinico é stato considerato
correlato con la malattia AIE (Leroux et al., 2004)IS ha indotto anche la
recrudescenza del virus EHV-1. Tale riattivaziorstado osservata solo in un singolo
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tampone nasale del mulo 6 raccolto al 12° giornst p® e pertanto EHV-1 non é
stato considerato come causa di febbre. Nonostameesenza del virus EHV-1, il

mulo n° 6 non ha sviluppato alcun sintomo chiarmdlattia.

Figura 2: verifica dellimmunosoppressione DHT

4,5
4
3,5
3
2,5
2
15
1 -+
05 - =
0 -

PHA/SS rapporto

MULI
H pre-IS. post-IS.

Si riporta di seguito un riepilogo delle manifestaz cliniche rilevate in ogni
animale nel periodo successivo al trattamentot#bella 3.

MULO 1: durante il corso della sperimentazione hanevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE, se non unaJee depressione del sensorio la
settimana successiva al trattamento con Deametazone

MULO 2: nel corso della sperimentazione ha evio&iozicostantemente una
lieve/moderata anemia successiva al trattamento costisonici, particolarmente
evidente 10 giorni dopo trattamento IS fino allaceizione.

MULO 3: durante lo studio ha evidenziato costanta@@euna depressione del
sensorio e una lieve anemia/ittero dopo il tra#ato IS.

MULO 4: in seguito al trattamento IS ha evidenziat@a depressione del sensorio e
una lieve anemia/ittero/edema del petto in padielad una settimana di distanza

dal trattamento IS.
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MULO 5: nel corso della sperimentazione ha evidaiozicostantemente una
lieve/moderata anemia/ittero dopo il trattamer in particolare la settimana
successiva al trattamento.

MULO 6: durante il corso della sperimentazione hanevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE, se non unaeeanemia la settimana successiva al
trattamento IS.

MULO 7: durante il corso della sperimentazione hanevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE.

MULO 8: durante il corso della sperimentazione hanevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE.

MULO 9: durante il corso della sperimentazione hanevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE. Anemia e itterilevati saltuariamente nel periodo
successivo al trattamento IS.

MULO 10: durante il corso della sperimentazione harevidenziato sintomatologia
clinica rilevante riferibile ad AIE. Anemia rilewatsaltuariamente nel periodo

immediatamente successivo al trattamento IS.
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Tabella 3. riepilogo delle osservazioni cliniche successigate al trattamento 1S
con relativa legenda

D.P.IS 112 ]3] 4 5 6 | 78] 9|10
9 H
10
11
12
13 A A
14 A A
15 D A J,P,D D D
16 AD| A J A
7 [0 | [
18 H|A]|]J]|A A A A
19 A AJ| A |AJ
20 D| AJ|AJ|EA| A A Al A
21 A| A |E A
22 A A
23 D
24 A A J
25 D |AD
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 grafielativi ai rilievi clinici per quanto
riguarda lamisurazione della temperatura rettale (espressgaidi celsiussull’asse
delle ordinate a destra) e i valori del conteggatled PLT(1*1G/pl sull'asse delle
ordinate a sinistra), osservati nei 27 giorni saste al trattamento IS (giorni post
trattamento IS -D.P.I.S.- sull'asse delle ascisdi&lle tabelle 4 e 5 si riportano
rispettivamente i muli che hanno avuto trombocitoadvalori inferiori a 1*1&/l)

e temperatura rettale superiore a > 39°C.
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MULO 5

mule 5
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MULO 9
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Tabella 4 riepilogo dei soggetti con livelli di PLT al diogo del valore di
riferimento 1*16/pl successivamente al trattamento |S.

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 rettalgpesiore 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
12 399 [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

| risultati dell'analisi sierologica al test AGIDauelli al test C-ELISA sono riportati

rispettivamente nella tabella 6 e 7. | dati preserdi riferiscono alle osservazioni
cliniche effettuate una settimana prima e quattaitimane dopo la prima

somministrazione di desametazone perché gli a@sitblegici antecedenti ai periodi
sopra riportati sono identici a quelli rilevatiagiorno precedente al trattamento IS.

| risultati degli esami sierologici al test AGID rem stati classificati facendo la
somma dei punteggi degli score nel periodo di irfiento. Anche per il test C-

ELISA e stata fatta la stessa cosa ma riportandeciproco della diluizione ottenuta
al test.

| risultati classificati in questo modo hanno ptota designare due livelli di reattivita
negli animali oggetto di studio, un gruppo ad adattivita, definito come gruppo P
che include i muli 1, 2, 4, 9 e 10 ed un gruppoaash reattivita gruppo N, che
include imuli 3,5, 6, 7 e 8.

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

test C-ELISA erano gli stessi, come riportato né#haella 6 e 7, indicando una
correlazione della reattivita rilevata dai due ndéetsierologici. Al tempo stesso &
importante notare che gli animali che nella tab@llaono stati descritti avere una
reazione negativa al test AGID sono gli stessiugillginclusi nel gruppo N.

Inoltre abbiamo rilevato che il trattamento IS haita un minimo impatto sulla

risposta umorale. | muli del gruppo N, soggetti 8 sono rimasti negativi al test
AGID, mentre il mulo 7 ha registrato un positivitan score 1 altalenante, invece il
mulo 8 ha mantenuto una debole positivita pari aghet tutto il periodo di

osservazione successivo al trattamento IS. Soldlpeulo 5 e stata registrata un
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aumento della risposta umorale al test AGID passataluno score 1 a 2 nei 28
giorni successivi al trattamento IS (tabella 6).

Risultati simili sono stati ottenuti nel gruppo Ih,cui un aumento apparente della
reattivita al test AGID e stata osservata solomelo 9 e 10 ( tabella 7). In linea di
massima, il test ELISA, che presenta una maggiemsikilita, ha rispecchiato questi
risultati. Tre muli del gruppo N non hanno regigiran aumento significativo del
titolo in ELISA sia prima che dopo il trattamen®® incluso il mulo 6 che é rimasto
negativo per tutto il periodo dell’esperimento @hd 7).

Inoltre abbiamo notato che il mulo 5 ha mostrat@umento del titolo al test ELISA
di ben 16 volte, confermando cosi i risultati a=ttAGID, mentre un incremento piu
modesto pari a 4-8 volte é stato osservato nel migtabella 7). Per quanto riguarda
il gruppo P, il titolo in ELISA per i muli 1, 2 e & rimasto relativamente costante sia
prima che dopo il trattamento IS, il mulo 9 ha stgito un aumento del titolo
anticorpale al test ELISA di 12-24 volte, mentreniulo 10 ha registrato un
incremento del titolo anticorpale al test ELISA tde volte. Pertanto da quanto
riportato possiamo affermare che i risultati in ERlIsono stati concordi con gli esiti
al test AGID. Per quanto concerne gli esiti al #sti sieri degli animali sia del
gruppo N, sia del gruppo P esaminati alla diluiziod/20 hanno reagito
positivamente, registrando positivita per la praep26, gp45 e gp 90. Al riguardo
abbiamo osservato che i sieri esaminati alla ddae 1/20 non mostravano alcuna
differenza sia prima che dopo il trattamento IStddsamente, quando gli stessi sieri
erano saggiati al test IB alla diluizione di 1/80, osservava un aumento della
reattivita per la proteina gp45 nel mulo 6, 7 eeBperiodo successivo al trattamento

IS (figura 3A,B,C)
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E molto interessante notare che gli animali chenbhananifestato un aumento della

reattivita per la proteina gp45 appartengono talttgruppo N e che per contro

registravano una bassa reattivita al test C-ELIS3NIA e di questi 3 soggetti solo il

mulo 7 ha registrato una sieroconversione al te§iLISA che impiega, come

riportato nei materiali e metodi, la proteina 26\deus dell’AlE.

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

Giorni pre e post IS |

-
=

[l (RS0 e [ [0 [ B

Bl B () (RS TR [

L (i fiay | L L D

L [ |l | L |t

Eo) Bl (] | [N [N

Tabella 7: Esiti esami al test ELISA espressi comeeciproco della piu alta

diluizione ancora positiva nei 10 Muli

| Giorni pre e post IS | 1 2 q 10 4
48 [ 192 24 | 192 | 576
192 1192 48 | 192 | 576
48 [ 192 ]| 48 | 192 | 576
45 (192 0 192 ]| 364
48 [ 192 | 576 | 576 | 192
48 | 192 | 576 | 576 | 192
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Figura 3 A: esiti al test IB mulo 6 — sieri esaminati allaidione 1/80.

Mulo 6

gp90

gp45

p26 #J"_._ .

DP.1S.-5 0 7 14 21 28 35 42 C- C+

Figura 3 B: esiti al test IB mulo 7 — sieri esaminati alluiione 1/80.
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Figura 3 C: esiti al test IB mulo 8 — sieri esaminati allluzione 1/80.
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Stima della carica virale mediante RT-PCR quantitaiva

La curva standard ottenuta utilizzando diluizioeriali in base 10 (log10) di un
trascritto di virus AIE derivato dal RNA e statadare (valore del coefficiente di
regressione uguale a 0.9932) con un intervallovehniava da 1®per un Ct = 4,86 a
0,4 molecole per 50 pl per un Ct =40.02. grafico

In particolare é stata osservata una relazionardata le diluizioni dello standard ed
i valori di Ct con un quadrato del coefficientecdirelazione intorno a 0,99, indice di
un ottimo funzionamento dei primers selezionatiefficienza del test e stata
calcolata secondo la formula E = 15" -1 dove lo slope & pari a —3,5279 ed &
risultata essere del 92%. Lefficienza del testadasconfermata utilizzando 'RNA
sintetizzato in vitro e relativo all’esone 1 dehgdat; inoltre e stato appurato che la
linearita del saggio di Real time RT-PCR & comptesd  molecole (con Ct=4,86)

e circa 0,4 molecole (con Ct = 40,02 ) di RNA esbrie| gene tat.

Grafico 8: relazione lineare tra le diluizioni dello standiad i valori di Ct
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Le curve standard, prodotte con lo stesso trasatitivirus AIE derivato dal RNA,
sono state usate per determinare la quantificazasseluta (VRNA loads) in tutti i
campioni raccolti nel periodo di osservazione prardopo trattamento IS.
Levoluzione temporale della carica di RNA virgler l'intero periodo e riportata
nel grafico 9 per il gruppo N e nel grafico 10 fplegruppo P, mentre la tabella 8
riporta la sintesi dei risultati dei saggi di PCe&aqtitativa gRT-PCR dei campioni di
plasma raccolti dai muli prima e dopo trattamef®o |

I RNA virale plasma associato e stato rilevatai o pio campioni raccolti prima
del trattamento IS da sei dei muli naturalmentettnfli questo studio, inclusi i muli
3 e 5 che presentavano una reattivita al test dDA@ negativa a molto debole
(tabelle 9 e 10). Al riguardo bisogna dire cheldwamento di RNA virale nei muli 3
e 5 non é stato limitato ad un singolo evento madwdirittura raggiunto e talvolta
superato il numero di copie di RNA osservato prideh trattamento IS di alcuni
animali (muli 1,2 e 10) del gruppo P, come si padere nei grafici 9 e 10 i quali
registravano una forte reazione al test AGID. Uroaisultato inaspettato e stato che
in alcuni animali del gruppo P ( muli 1, 2, 4 e ®0jlel gruppo N ( muli 3, 5), vedi
grafici 9 e 10, vi e stata una notevole variaziolela carica RNA virale plasma
associata registrando per il mulo 5 un valore Himidi 5.48 log10 durante i primi 56
giorni di osservazione precedenti al trattamento IS

Come predetto, il trattamento con desametazonendh@tto un notevole aumento
della carica RNA virale plasma associata in tuttiCei muli, sebbene la variazione
differisce di 4.48 log10 tra gli animali e la dwatel picco di RNA virale varia tra il
9 - 19 giorno dopo il trattamento IS (tabella 8)riguardo fa eccezione il mulo 1 per
il quale il picco di RNA virale & stato rilevatogiorni prima del trattamento IS. E da
notare che queste differenze individuali in camteRNA virale plasma associata,
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registrate successivamente al trattamento 1S, aomdavuto evidente correlazione
con la reattivita sierologica al test AGID.

In aggiunta non € stata registrata un’apparenteeleaione tra il picco del titolo di
RNA virale plasma associato e la risposta al tes5& dopo il trattamento IS.

A titolo di esempio, la reattivita al test ELISAlmeulo 9 € aumentata di 12—-24 volte
al 21 giorno dal trattamento IS mentre il piccoRNA virale non ha superato i 3
logl0 (tabella 7 e grafico 10). Per contro, la oitp sierologica successiva al
trattamento IS nel mulo 1 e rimasta invariata neeitrtitolo RNA virale plasma

associata e stato di 3 1og10 superiore a quellistragp nel mulo 9 (Tabella 7 e 8).

Grafico 9: Evoluzione temporale della carica RNA virale piasassociata nel
gruppo N (Muli 3, 5, 6, 7 e 8). La carica di RNArale é riportata come copie
logi/ml di plasma per ciascun animale e si riferiscegiarni di campionamenti
effettuati prima e dopo trattamento IS.

[=t==Mule 3 ==Mule 5 Mule 6 = Mule 7 =bemtule 8 |

log10 of vRNA loads/ml plasma

VOO N O
—————————— SN

giorni di prelievo prima e dopo trattamento IS
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Grafico 10: Evoluzione temporale della carica RNA virale piasassociata nel
gruppo P (Muli 1, 2, 4, 9 e 10). La carica di RN#ale é riportata come copie
logi/ml di plasma per ciascun animale e si riferiscegiarni di campionamenti

effettuati prima e dopo trattamento IS..
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Tabella 8: Sntesi dei risultati sei saggi di qRT-PCR raccplima e dopo trattamentodS

Muli Numero dei Numero % di picco . giorno di rilevamento
campioni testati  dei positivi positivi viremico del picco viremico®

gruppo

N

3 47 45 96 51 +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

&1 muli dopo il 56 giorno di osservazione hanno vig® una dose di desametazone pari a 0.11 mg/kgst
vivo per 8 giorni consecutivi, ad eccezione del anlll che é stato trattato per 10 giorni. Ogni mulstato
saggiato mediante saggio gRTPCR 19 volte prima dehtnento IS, eccetto per il mulo 4 che é statiated 7
volte; ogni mulo € stato campionato quotidianameete28 giorni post trattamento 1S eccetto cheilprulo 5,

testato 27 giorni.

B| titolo RNA virale & stato stimato a partire dailori di Ct ed espresso come Jgdi copie di RNA/mI.
‘Giorno in cui & stato registrato il titolo piu alth RNA virale; il simbolo “-” indica che il giornai massima
viremia era precedente al trattamento IS mentsimbolo “+” indica che il giorno di massima viremia € stato

registrato dopo il trattamento IS.
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Sequenziamento dei prodotti della Nested —PCR

Il sequenziamento dei prodotti della nested-PCRdmdiermato che tutti i muli erano
infetti dal virus dell’AlE , validando pertanto lasposta sierologica osservato
durante questo studio.

La ricerca effettuata mediante utilizzo di NucldetBLAST ha dimostrato che tutti i

muli erano stati infettati da ceppi virali di AlEnsli a quelli precedentemente
riportati come ceppi europei da Quinlivan e al.Q20e Cappelli e al. (2011) con una
similitudine nucleotidica variabile da 77 a 96%.

In dettaglio le sequenze di sei animali (muli 1,62,7, 9 e 10) avevano una
similitudine con il ceppo virale AIE EIAVRom-4 (GlB0662.1), due soggetti (muli 4
e 8) con il ceppo virale EIAVIta-1 (EU240733.1) e(rBuli 3 e 5) con il ceppo

ElAVIta-90 (HQ888862.1). | dati appena sopra desadievono essere considerati
preliminari, specialmente perché la similitudineadituni isolati rispetto ad alcuni

ceppi noti era pari al 77%.

Dal momento che la regione sequenziata € piuttostee, paria a 313 paia di basi
(bp), in futuro il sequenziamento di un segmentbgéme gag piu lungo o di altre
regioni del genoma del virus AIE saranno necesgagiemeglio definire l'identita

dei ceppi rilevati nel presente studio.
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Discussioni

Il principale obbiettivo di questo studio era qoeli allargare il database degli equidi
aventi un esito al test AGID negativo/dubbio maitpas agli altri test sierologici per
AlE.

Precedenti studi che hanno coinvolto equidi cotepati reattivita sierologica simili
hanno suggerito che questi animali hanno un basgsdivello viremico dal
momento che il virus é stato trasmesso solo ad dnhd equidi inoculati
sperimentalmente con un volume di sangue eparittiziaa5 a 300 ml o preparazioni
di monaociti lavati a partire da volumi di sanguéeio variabili da 300-500 ml (Issel
and Adams, 1982). Dal momento che la risposta uenocaaticorpale dipende
dall’esposizione ad una massa antigenica, si podrgiotizzare che bassi livelli di
titoli anticorpali contro il virus AIE e percio comn esito al test AGID negativo 0
molto debole si registrerebbero in quegli equidi,ah modo inusuale, controllano la
carica viremica nei loro tessuti.

In aggiunta ci sono evidenze da studi sperimergsdiguiti con cloni molecolari
infettivi di virus AIE che alcuni equidi sono capalc esercitare una sorta di controllo
superiore (elite controllers) sulla replicaziondl girus AIE (Cook et al., 2003).
Sebbene un modello con una massa antigenica detinébbe spiegare risultati falsi
negativi al test di AGID, questo studio suggerigte questo meccanismo non
sarebbe I'unico ad essere coinvolto.

Per esempio, tutti i sieri ottenuti dal mulo 3 rfeanno reagito al test AGID mentre
quelli ottenuti dal mulo 5 hanno prodotto una tigdé debole al test AGID con uno

score pari a 1.
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Tuttavia, il livello della carica viremica plasmssaciata in questi due animali prima
del trattamento IS era pari se non addirittura sape a quella degli animali del
gruppo P.

Di conseguenza sulla base dell’assunto di unatdiarrelazione tra il livello di
carica viremica RNA e il livello antigenico vira® puo concludere che un basso
titolo di anticorpi sierici nei muli 3 e 5 non éwldo ad un controllo superiore o
elusione della replicazione virale.

Un altro risultato significativo del presente studi che la carica viremica plasma
associata non rimane costante nel tempo in tottili. Infatti in un soggetto ci sono
state differenze nella carica viremica di 5,48 4odurante i primi 56 giorni
dell’iniziale periodo di osservazione

Questo dato ci suggerisce che durante la fase miatpoe asintomatico in alcuni
animali si stabilisca una relazione dinamica treefalicazione virale e il meccanismi
di controllo ospite mediato. A questo punto rimatee chiarire se queste ampie
fluttuazioni della viremia plasma associata siamgate a fattori individuali
dell’ospite o/e alle caratteristiche del ceppo leireoinvolto o se siano legate ad altri
fattori come la durata del tempo post-infezione.

Nel presente studio non € stato possibile condalzena analisi statistica dato il
numero ridotto di soggetti coinvolti, pertanto itidehe ne derivano non sono stati
elaborati statisticamente.

Questo studio dimostra che gli equidi con una bassasente reazione al test di
AGID e senza alcun apparente segno clinico di rmialaiton possono essere
considerati a rischio zero o ridotto di trasmettdreirus dellAIE e quindi la

malattia.
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Infatti, come dimostrato in questo studio, il rieckegato alla carica viremica tessuto
associata puo cambiare significativamente in alegaidi anche su base giornaliera
Sfortunatamente, il rilievo di animali con un bad#olo di anticorpi specifici
rappresenta una sfida importante quando la diagdio&IE si basa unicamente
sull'uso del test di AGID, specialmente quando tmdwello di reattivita rimane
costante nel tempo.

| nostri dati, in accordo con quelli ottenuti dasds e al. (2013), indicano che
I'esclusivo utilizzo dellAGID puo classificare aloi animali falsamente negativi,
permettendo la libera movimentazione di equiditinfda AIE con il conseguente
rischio di aumentare la trasmissione della malattia

La lettura del test AGID e altamente soggettiva keopossibilita che diversi positivi
deboli possono essere non correttamente classifieatpersonale di laboratorio
inesperto (Issel e al.,, 2013). Tuttavia, € da Sodare che le reazioni equivoche
presentate da alcuni muli arruolati in questo studin possono essere attribuite ad
una scorretta lettura del test AGID, sia perchéelgzioni si sono mantenute nel
tempo sia perché gli stessi campioni sono stati &etconfermati da differenti
operatori appositamente addestrati e in differéatioratori e utilizzando kits di
diverse case produttrici (Issel et al., 2013). thieola durata di completamento di
guesto studio a partire dalla diagnosi inzialeatastli almeno 240 giorni e questo
escluderebbe la possibilita che la debole reatisierologica fosse dovuta ad una
infezione recente. Pertanto sembra che alcuni egaidplicemente non riescano a
produrre sufficienti anticorpi tali da essere rdéval test AGID. Sebbene i/il
meccanismi/o associati con l'induzione di una scaisposta umorale nei confronti
del virus AIE richiedono ulteriori indagini, alcuanimali sono problematici perché
non sarebbero classificati come positivi utilizzanch sistema diagnostico ad un solo
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livello basato sull'utilizzo del test AGID cosi @ avviene attualmente in molti
Paesi.

Inoltre anche con I'impiego di un Sistema diagrast due livelli (screening iniziale
con il test ELISA seguita da conferma con il te&IB) animali come il mulo 3 del
presente studio potrebbero essere dichiarati megaipo una conferma in AGID.
Sulla base di questo studio e delle considerevepereenza acquisita nel corso del
quinquennio di sorveglianza obbligatoria per AlE wuritorio nazionale I'impiego
di un sistema diagnostico a tre livelli con unafeoma finale con il test IB in un
laboratorio di referenza designato ¢ il sistemaaffre una maggiore accuratezza ed
efficacia diagnostica per AIE anche in terminiaetinologia moderna.

L'uso di tecniche di PCR per il rilievo del virllE resta difficoltoso a causa
dell’'alta variabilita genetica del virus, trattostintivo della biologia dei lentivirus,
associato al basso numero di copie virali che sspo riscontrare in alcun portatori
asintomatici.

Il fatto che le due metodiche di PCR impiegate ulesio studio sono state capaci di
amplificare sequenze virali in tutti i 10 soggedtiggerisce che sequenze verso culi
sono diretti i primers e la sonda (nel caso delgsagragmafi) sono molto
conservate almeno per i ceppi isolati in Europataiia € da notare che sequenze
virali non sono state amplificate da tutti i campiprelevati e che sequenze virali
sono state rilevate in alcuni muli solo nel peripdst trattamento IS.
Conseguentemente, mentre questi saggi possonoe eg8ircome strumenti di
ricerca o utili nel caso di infezioni recenti daud AIE quando la replicazione virale
si presenta a livelli elevati, gli stessi non satiizzabili per la routine diagnostica
dal momento che, come chiaramente mostrato neémiestudio, il virus dell’AIE
presenta ampie variazioni in termini di viremidntensita e durata.
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La comunita internazionale ha cercato di armongzaequisiti per la diagnostica
delle malattie animali e di standardizzare i reéigeihfine di assicurare uniformita
diagnostica. Nel caso del virus dell’AlE, queséiralard ruotano intorno a cio che é
attualmente accettato come gold-standard sieraogés la diagnosi di AlE: il test
AGID. Questo e comprensibile dal momento che larca ha dimostrato un’alta
correlazione tra la presenza del virus (come misuna test di inoculazioni in
cavalli) e la presenza di anticorpi specifici.

Altri test sierologici, approvati a livello interm@nale, hanno comunque dimostrato
di produrre risultati sovrapponibili a quelli delst AGID.

| risultati presentati in questo studio e preceeler@nte da Issel e al., 2013, a partire
da casi sperimentali e di campo hanno dimostrat@lton grado di accordo tra la
presenza di materiale genetico del virus AIE er&senza di anticorpi in cavalli che
sono stati riportati come negativi al test AGID masitivi al test ELISA ed IB.
Poiché questa circostanza sembra essere piu freeguspetto all’atteso, arrivando in
alcune stime al 20%, crediamo che la comunita matgpnale dovrebbe incentivare
gli studi sulla diagnostica dell’AIE per arrivare diegli standard diagnostici piu
efficaci. Tutti i produttori di kits commerciali péa diagnosi di AIE hanno settato la
sensibilita del kits mediante comparazione coest AGID. Inoltre alcuni Paesi per
economicita utilizzano formati del test AGID miniakzzati che senz’altro
comportano maggiori difficolta di interpretazionpesialmente per quei campioni
che hanno un basso livello di anticorpi anti-p2toltre, non risulta esistere una
standardizzazione dell’antigene contenuto neiA@$D commerciali e anche questo
fattore rende impossibile armonizzare l'interpreiae dei risultati per quei campioni
con basso livello di anticorpi anti-p26 in queststt soggettivo. Questo studio
dimostra chiaramente il valore e la necessita rdimstnti diagnostici addizionale e
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una migliore standardizzazione della sorvegliarddAdE. Storicamente negli Stati
Uniti d’America, la maggior parte degli errori ripati sono quelli in cui campioni
con un basso livello del titolo anticorpale antBpgno stati interpretati con il test
AGID. Questi errori di interpretazione possono esseinimizzati utilizzando un test
ELISA come primo livello di diagnosi. Ad oggi il g 1B appare essere il test di
scelta per gli equidi infetti. Questa consideragisoaturisce dal fatto che la risposta
immunitaria nei confronti delle proteine gp90 e §PLIO essere evidenziata dal test
IB, anche se le proteine dell’'envolope sono presastle particelle virali in
bassissima quantitd in confronto all’antigene p36ortunatamente ad oggi kits
commerciali in grado di rilevare le proteine gp9§pd5 non sono ancora disponibili.
Il test IB utilizza il virus dell’AIE prodotto in dboratorio a partire dal ceppo
Wyoming del virus AIE ed e interessante notare dhelta efficace nel rilevare
anticorpi contro ceppi virali circolanti in un ebt® numero di territori distanti
(Europa, Asia e continente Americano). Questa arspéitro di utilizzo é legato alla
proteine dell’envelope di questo ceppo che conteagmn alto numero di epitopi
reattivi anche allo stato denaturato in cui si enésno sulle membrane dell’IB.
Considerando la diagnosi di AIE complessivamentssiaono concludere che i dati
clinici, sierologici o virologici presi singolarmen non garantiscono un’elevata
accuratezza. Con i dati esposti possiamo concludeeeil test IB utilizzando |l
ceppo del virus AIE Wyoming adattato su cellulailtss allo stato attuale il test piu
efficacie nel rilevare anticorpi anti virus AIE. ditre quando il test IB viene
utilizzato in combinazione con il test ELISA (akansibilita) e il test AGID (alta
specificita) esso costituisce un valido aiuto naflabilire un algoritmo diagnostico

pratico ed efficacie in un sistema diagnosticaplratorio a tre livelli.
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Conclusioni

Nonostante i dati scientifici confermino la bassassbilita del test AGID (Issel et al.,
2013), l'utilizzo di metodi diagnostici piu sendilper la diagnosi di AIE ha trovato
resistenze a livello internazionale. Questioni liegassono emergere non solo tra
differenti Paesi ma anche tra differenti organiciddi all'interno dello stesso paese
in caso di controversia per un risultato sierologitscordante all’AlE nei differenti
metodi diagnostici che non sono tutti ufficialmerdecomandati.

Prendendo in considerazione le evidenze dei lidatitest AGID nel diagnosticare
tutti gli equidi infetti dall’AIE € indispensabilevedere le prescrizioni OIE in merito
all'utilizzo del test AGID per il commercio intern@nale, attraverso la
combinazione della specificita del test AGID comldvata sensibilita del test
ELISA/IB.

Queste modifiche potrebbero costituire un incenpreo molti Paesi ad adottare un
sistema diagnostico a tre livelli aumentando l'aatezza dei programmi di
sorveglianza che si basano sull'identificazione a rimozione degli animali
sieropositivi. Lutilizzo di un sistema diagnostican serie risulterebbe
particolarmente utile non solo nella fase finaleudi programma di eradicazione
dell'infezione quando la probabilita di infezionécenti € alta ma anche per la
diagnosi di AIE in quegli equidi con una costanésda/o nulla risposta anticorpale e
quindi reattivita al test AGID.

Un ulteriore vantaggio di questo approccio diagieogtlevato durante il programma
di sorveglianza Nazionale e il giovamento derivadédi’utilizzo dello stesso nei
focolai della malattia per la sua precocita newudlre i nuovi casi indicenti.

In conclusione possiamo dire che per raggiungeraltoriivello di accuratezza per la
diagnosi di AIE, i dati scientifici fin qui dispamii suggeriscono I'utilizzo del
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sistema diagnostico a tre livelli con lintegrazioni metodi molecolari. Questo
sarebbe necessario al fine di coprire I'ampio speli reazioni umorali e virologiche

che gli equidi infetti possono presentare.

77



BIBLIOGRAFIA

Baccam P., Thompson R.J., Li Y., Sparks W.O., Belshan Dbyman K.S., Oaks
J.L., Cornette J.L., Carpenter S., Subpopulatidnegoine infectious anemia virus
coexist in vivo and differ in phenotype, JournaMablogy 77 (2003) 12122-12131,

Ball J.M., Rushlow K.E., Issel C.J., Montelaro R.Oegtailed mapping of the
antigenicity of the surface unit glycoprotein ofugg infectious anemia virus by
using synthetic peptide strategidsurnal of Virology 66 (1992) 732-742;

Baus E., Andris, F., Dubois, P.M., Urbain, J., Leo, ©96.Dexamethasone inhibits
the early steps of antigen receptor signalling atizated T lymphocytes. Immunol.
156 (12) 45554561,

BelshanM., Park G.S., Bilodeau P., Stoltzfus C.M., CarpefteBinding of equine
infectious anemia virus rev to an exon splicing arder mediates alternative
splicing and nuclear export of viral mRNABlolecular and Cellular Biology 20
(2000) 3550-3557;

Bolfa, P.F., Nolf, M., Cadore, J.L., Catoi, C., Archier, Dolmazon, C., Mornex, J.F.,
Leroux, C., 2013Interstitial lung disease associated with EIAV atien in horses
Veterinary Research, 2013 Dec 1;44:113

Brindley M.A., Maury W., Endocytosis and a low-pH step are required for
productive entry of equine infectious anemia virdigurnal of Virology 79 (2005)
14482-14488;

Campbell R.S.F., Robinson W.FThe Comparative Pathology of the Lentiviryses
Journal of Comparative Pathology 119 (1998) 333-395

Cappelli, K., Capomaccio, S., Cook, F.R., Felicetti, M., rsta&zoni, M.L., Coppola,
G., Verini-Supplizi, A., Coletti, M., Passamonti,, R011. Molecular detection,
epidemiology, and genetic characterization of nawgbpean field isolates of equine
infectious anemia virus). Clin. Microbiol. 49, 27-33;

Capomacciq S., Willand, Z.A., Cook, S.J., Issel, C.J., Santge.M., Reis, J.K.,
Cook, R.F., 2012Detection, molecular characterization and phylogenanalysis
of full-length equine infectious anemia (EIAV) ggenes isolated from Shackleford
Banks wild horsesv/eterinary Microbiology 157, 320-332;

Carpenter S., Chesebro BChange in host cell tropism associated with inovitr
replication of equine infectious anemia viyukurnal of Virology 63 (1989) 2492-
2496;

Clabough, D.L., Gebhard, D., Flaherty, M.T., Whetter, L.Berry, S.T., Coggins, L.,

Fuller, F.J., 1991lmmune-mediated thrombocytopenia in horses infewiddequine
infectious anemia viruslournal of Virology 65, 6242—-6251;

78



Cook R.F., Leroux C., C.J. Issel. 201&quine infectious anemia and equine
infectious anemia virus in 201 review - Veterinary Microbiology 167 (2013)
181-204;

Cook, R.F., Cook, S.J., Li, F.L., Montelaro, R.C., Iss2J., 2002Developmentof a
multiplex real-time reverse transcriptase-polymerashain reaction for equine
infectious anemia virus (EIAVJournal of Virological Methods 105, 171-179;

Cook, R.F., Cook, S.J., Berger, S.L., Leroux, C., GlapN.N., Gantz, M., Bolin,
P.S., Mousel, M.R., Montelaro, R.C., Issel, C.2D02 Enhancement of equine
infectious anemia virus virulence by identificati@md removal of suboptimal
nucleotidesVirology 313, 588-603;

Cook S.J., Cook R.F., Montelaro R.C., Issel C.J., etDéfferential responses of
Equus caballus and Equus asinus to infection with pathogenetic strains of equine
infectious anemia viryd/eterinary Microbiology 79 (2001) 93-109;

Costa L.R., Santos, I.K., Issel, C.J., Montelaro, R.A97.Tumor necrosis factor-
alpha production and disease severity after immation with enriched major core
protein (p26) and/or infection with equine infectso anemia virus Veterinary
Immunology and Immunopathology 57, 33-47 ;

Craigo, J.K., Durkin, S., Sturgeon, T.J., Tagmyer, T.,0K0S.J., Issel, C.J.,
Montelaro, R.C., 200AMmmune suppression of challenged vaccinates agaaus
assessment of sterile protection by lentiviral waes Vaccine 25 (5) 834-845,
January 15;

Craigo J.K., Sturgeon T. J., Cook S.J., Issel C.J., ber@u, Montelaro R.C.,
Apparent elimination of EIAV ancestral species itoag term inapparent carrier,
Virology 344 (2006) 340-353;

Craigo J.K., Zhang B., Tagmyer T.L., Cook S.J., Issel,Qvbntelaro C.J.Envelope
variation as a primary determinant of lentiviruscemne efficacyProceedings of the
National Academy of Sciences of the U.S.A. (PNA®4,138 (2007) 15105-15110;

Craigo J.K., Barnes S., Cook S.J., Howe L., Issel C.Dntdlaro R.C.An EIAV
field isolate reveals much higher levels of subtygeability than currently reported
for the equine lentivirus familyRetrovirology 6:95 (2009) 1-12;

Craigo J.K., Barnes S., Montelaro R.@haracterization of an equine macrophage
cell line: Application to studies of EIAV infectioNeterinary Microbiology 136
(2008) 8-19;

Dahl C.P., Gullestad L., et alncreased expression of LIGHT/TNFSF14 and its
receptors in experimental and clinical heart fadurEuropean Journal of Heart
Failure 10 (2008), 352-359;

Damiani A., Ciabatti .M., Cardeti G., Lorenzetti R., Scica M.T., Autorino G.L.,
Amaddeo D., 200%Development of a Real-Time PCR for the Differerifiatection

79



of Equine Herpesvirus Type 1 and Typg'4National Congress of the Italian Society
of Virology (SIV) Orvieto (TR), September 19-21,.dd5-116.

Dong, J., Zhu, W., Cook, F.R., Goto, Y., Horii, Y., Had., 2012aldentification of a
novel equine infectious anemia virus (EIAV) fididis isolated from feral horses in
Southern Japanlournal of General Virology 94 (Pt. 2) 360-365;

Dong, J.B., Zhu, W., Cook, F.R., Goto, Y., Horii, Y.abh, T., 2012Development
of a nested PCR assay to detect equine infectiowesnie proviral DNA from
peripheral blood of naturally infected horséschives of Virology 157, 2105-2111;

Friedman H., Specter S., Bendinelli M vivo Models of HIV Disease and Control
(2006) Springer Books;

Foil, L.D., Adams Jr., W.V., McManus, J.M., Issel, C1087.Blood meal residues
on mouthparts of Tabanus fuscicostatus (Dipterdafadae) and the potential for
mechanical transmission of pathogedsurnal of Medical Entomology 4, 613—-616;

Foil L.D., Adams W.V., Issel C.JQbservationsof tabanid feeding on mares and
foals American Journal of Veterinary Research, May4@)1985) 1111-1113;

Gendelman H.E., Narayan O., Molineaux S., Clements J.E., t@h&., Slow
persistent replication of lentiviruses: role ofdige macrophages and macrophage
precursors in bone marrgwProceedings of the National Academy of Scienéd¢beo
U.S.A. (PNAS) 82 (1985) 7086-7090;

Goudsmit J., Houwers D.J., Smit L., Nauta NLAV/HTLV-IIl gag gene product p24
shares antigenic determinats with equine infectimogemia virus but not with visna
virus or caprine arthritis-encephalitis virugntervirology 26 (1986), 169-173;

Grund C.H., Lechman E.R., Issel C.J., Montelaro R.C.slikaw K.E., Lentivirus
cross-reactive determinats present in the capsadgim of equine infectious anemia
Journal of General Virology 75 (1994) 657-662;

Hammond S.A., Li F., Cook S.J., Issel C.J., Montelaro Rli@&mune responses and
viral replication in long term inapparent carrierponies inoculated with equine
infectious anemia viryslournal of Virology 74 (2000) 5968-5981,

Hammond S.A., Cook S.J., Lichtenstein D.L., Issel C.J., ni&daro R.C.,
Maturation of the cellular and humoral immune respes to persistent infection in
horses by equine infectious anemia virus is a cemphd lengthy proces3ournal
of Virology 71 (1997) 3840-3852;

Harrold S.M., Cook S.J., Cook R.F., Rushlow K.E., Issel.CMontelaro R.C.,
Tissue sites of persistent infection and activdéigapon of equine infectious anemia
virus during acute disease and asymptomatic irdactn experimentally infected
equids;J. Virol. 74 (2000) 3112-3121;

Howe L., Leroux C., Issel C.J., Montelaro R.&gquine infectious anemia virus
envelope evolution in vivo during persistent infatt progressively increases
80



resistance to in vitro serum antibody neutralizatas a dominant phenotyp#ournal
of Virology 76 (2002) 10588-10597;

Howe H. et. al.,, 2005. Specificity of serum neutralizing antibodies indiiday
transient immune suppression of inapparent carrjgonies infected with a
neutralization-resistant equine infectious anemras/envelope strainJ. Gen. Virol.
86, 139-149;

Hines, R., Maury, W., 2001DH82 cells: a macrophage cell line for the replicet
and study of equine infectious anemia vikusvirol. Methods 95, 47-56.

IsselC.J., Adams W.V., McManus J.M., Montelaro R.C.akEfficacy of inactivated
whole virus and subunit vaccines in preventing diibem and disease caused by
equine infectious anemia virudournal of Virology 66 (1992) 3398-3408;

Issel C.J., Adams W.V,, et allransmissiorof equine infectious anemia virus from
horses without clinical signs of diseas&VMA 180 (1982) 272-275;

Issel C.J., Adams Jr., W.V., 198Petection of equine infectious anemia virus in a
horse with an equivocal agar gel immunodiffusiost teaction J. Am. Vet. Med.
Assoc. 180, 276-278;

Issel C.J., Cook, R.F., 199& review of techniques for the serologic diagnadis
equine infectious anemid. Vet. Diagn. Invest. 5, 137-141;

Issel C.J., Cook, S.J., Cook, R.F., Cordes, T.R., 1@§8imal paradigms to detect
reservoirs of equine infectious anemia virus (ELAV)Equine Vet. Sci. 19, 728-732;

Issel C.J., Scicluna, M.T., Cook, S.J., Cook, R.F., i@dip A., Ricci, I., Rosone, F.,
Craigo, J.K., Montelaro, R.C., Autorino, G.L., 201Ghallenges and proposed
solutions for more accurate serological diagnodigquine infectious anaemiset.
Rec. 172, 210, 2012-100735;

Issel C.J., Cook S.J., Cook R.F., Cordes T World Congress of World Equine
Veterinary Association: Optimal paradigms to detedervoirs of equine infectious
anemia virus (EIAV)Journal of equine veterinary science 11 (1998)722;

Issel C.J., Adams W.V.Detection of equine infectious anemia virus in eskovith a
equivocal agar gel immunodiffusion gel reactidournal of the American Veterinary
Medical Association (AVMA) 180 (1982) 276-278;

Kono, Y., Hirasawa, K., Fukunaga, Y., Taniguchi, T./&9Recrudesence of equine
infectious anemia by treatment with immunosuppvesdiugs Nat. Inst. Anim. Hith.
Quart. 16, 8-15;

Langemeier J.L., Cook S.J., Cook R.F., Rushlow K.E., Montel&.C., Issel C.J.,
Detection of Equine Infectious Anemia Viral RNAPlasma Samples from recently
infected and long-term inapparent carrier animalg BCR Journal of Clinical
Microbiology, June 1996, 1481-1487,

81



Leroux C., Cadore J.L., Montelaro R.CEquine Infectious Anemia Virus (EIAV):
what has HIV's country cousin got to tell us2t. Res. 35 (2004) 485-512;

Sellon D.C.,Equine Infectious Anemid/eterinary Clinics of North America-Equine
Practice, Vol 9 n.2 (1993) 321-336;

Leroux C., Craigo J.K., Issel C.J., Montelaro R.Equine Infectious Anemia Virus
Genomic Evolution in Progressor and NonprogressoniBs Journal of Virology,
May 2001 4570-4583;

Lignee, M., 1843.Memoire et observations sur ure maladie de sargnoe sous le
nom d’anhemie hydrohemie. Cachexie aqueuse du lkchBesueil de Medecine
Veterinaire 20, 30;

Maury W., Thompson R.J., Jones Q., Bradley S., Bacca@nrazik M., Oaks J.L.,
Evolution of the Equine Infectious Anemia Virus ¢ dierminal Repeat during the
Alteration of Cell TropismJournal of Virology 79 (2005) 5653-5664;

McConnell S.,Transmission of equine infectious anemia virus feohorse negative
to agar gel immunodiffusion tegquine Veterinary Journal 13 (1981) 123-126;

McConnico R.S., Issel C.J., Cook S.J., Cook R.F., FloydBsson H.,Predictive
methods to define infection with Equine infecti@memia virus in foals out of
reactor maresJournal of equine veterinary science 20 (2000)3%;

Mealey R.H., Fraser D.G., Oaks J.L., McGuire T.llamune reconstitution prevents
continuous equine infectious anemia virus replmatin an Arabian foal with severe
combined immunodeficiency: Lessons for control ehtiviruses Clinical
Immunology 101 (2001) 237-247,

Montelaro R.C. et al,A tumor necrosis factor receptor family protein\as as a
cellular receptor for the macrophage-tropic equilemtivirus Proceedings of the
National Academy of Sciences of the U.S.A. (PNA&2,128 (2005) 9918-9923;

Montelaro R.C., Parekh B., Orrego A., Issel C.Antigenic Variation during
persistent infection by equine infectious anemiaisyithe journal of biological
chemistry, Vol. 259 n.16 (1984) 10539-10544;

More, S.J., Aznar, |., Bailey, D.C., Larkin, J.F., Lead®.P., Lenihan, P.,Flaherty,
B., Fogarty, U., Brangan, P., 2008an outbreak of equine infectious anaemia in
Ireland during 2006: investigation methodologytiadi source of infection, diagnosis
and clinical presentation, modes of transmissiod apread in the Meath cluster
Equine Veterinary Journal 40, 706-708;

More, S.J., Aznar, |, Myers, T., Leadon, D.P., Clegg\., 2008b.An outbreak of
equine infectious anaemia in Ireland during 200Be tmodes of transmission and
spread in the Kildare clusteEquine Veterinary Journal 40, 7 (2008) 709-711,

More, S.J., Brangan, P., Aznar, |., Bailey, D.C., Larki., Myers, T., Leadon, D.P.,
Lenihan, P., Flaherty, B., Clegg, T.A., 2008c. Sssful eradication of equine

82



infectious anemia from Ireland during 2006. In: d¢&edings of the Annual
Convention of the American Association of Equinad@tioners. pp. 306-307;

Nagarajan, M.M., Simard, C., 2001Detection of horses infected naturally with
equine infectious anemia virus by nested polymerds®n reaction Journal of
Virological Methods 94, 97-109;

Newman M., Issel C.J., Horohov D.W., Montelaro R.Qransient suppression of
equine immune responses by equine infectious anemia (EIAV) Virology 184
(1991) 55-66;

Oaks J.L., McGuire T.C., Ulibarri C., Crawford T.BEquine Infectious Anemia
Virus is found in tissue macrophages during sulicdl infection Journal of
Virology 72 (1998) 7263-7269;

Oaks J.L., McGuire T.C., Ulibarri C., Crawford T.BEndothelial cell infection in
vivo by equine infectious anaemia virukournal of General Virology 80 (1999)
2393-2397,

Oaks J.L., Long M.T., Baszler T.VL,eukoencephalitis associated with selective viral
replication in the brain of a pony with experimdnthronic equine infectious anemia
virus infection Veterinary Pathology, 41 (2004) 527-532;

OIE, 2013aEquine Infectious Diseas®IE Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, 7th edition, Bp6—870 (Chapter 2.5.6);

OIE, 2012b.Principles and methods of validation of diagnostssays for infectious
disease OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines ferrdstrial Animals, 7th
edition, pp. 1-8 (Chapter 1.1.5);

Orrego A., Issel C.J., Montelaro R.C., Adams WMt ulence and in vitro growth of
a cell-adapted strain of equine infectious anenmiasvafter serial passage in ponjes
American Journal of Veterinary Research (AVMA) 4982) 1556-1560;

Payne S.L., Fagerness A., Fuller F.Influence of long terminal repeat and env on
the virulence phenotype of equine infectious anenrizs, Journal of Virology 78
(2004) 2478-2485;

Pearson J.E., Becvar, C.S., Mott, L.O., 1978valuation of the immunodiffusions
test for the diagnosis of equine infectious anerRiaceedings of the US Animal
Health Association 74, 259-267

Perry S.T., Flaherty M.T., et alThe surface envelope protein gene region of equine
infectious anemia virus is not an important deteranit of tropism in vitrpJournal
of Virology 66 (1992) 4085-4097;

Perryman L.E., O'Rourke K.l., McGuire T.CImmune responses are required to
terminate viremia in equine infectious anemia hantis infection J. Virol. 62 (1988)
3073- 3076.

83



Quinlivan, M., Cook, R.F., Cullinane, A., 200Real-time quantitative RTPCR and
PCR assays for a novel European field isolate afireginfectious anaemia virus
based on sequence determination of the gag.¢eRec. 160, 611-618;

Russell K.E., Perkins P.C., Hoffman M.R., Miller R.T., \WWal K.M., Fuller F.J.,
Sellon D.C.,Platelets from thrombocytopenic ponies acutelydrefé with equine
infectious anemia virus are activated in vivo angpdfunctional, Virology, 259
(1999) 7-19;

Russell K.E., Walker K.M., Miller R.T., Sellon D.C.Hyperglobulinemia and
lymphocyte subset changes in naturally infectedpparent carriers of equine
infectious anemia virysAmerican Journal of Veterinary Research (AVMA) 59
(1998) 1009-1015;

Rwambo P.M., Adams W.V., Issel C.J., Hussain K.A., Moatel R.C., EIAV:
Humoral responses of recipient ponies and antiger@gation during persistent
infection Archives of Virology, 111 (1990) 199-212;

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T., 1989.oMcular Cloning: A Laboratory
Manual, 2nd edition. Cold Spring Harbor Laboratory Pré$¥,

Scicluna M. T., Zini M., Caprioli A., Cordioli P., Vulcands., Della Verita' F.,
Gregnanini S., Palmerini T., Simula M., Stilli DAutorino G. L., 2008.Equine
infectious anemia: should the agar immunodiffudiest still be used for screening
and as unique confirmatory tes#ti IX Congresso Nazionale SIDILV, Alghero,
Italy, pp. 78-79;

SellonD.C., Walker K.M., Russel K.E., Perry S.T., Covimg P., Fuller F.JEquine
infectious anemia virus replication is upregulatddring differentiation of blood
monocytes from acutely infected horsksurnal of Virology 70 (1996) 590-594;

SentsuiH., Kono Y.,Complement-mediated hemolysis of horse erythrodsgated
with equine infectious anemia virusrch. Virol.95 (1987) 53-66.

ShenT., Liang H., Tong X., Fan X., He X., Ma Y., XialWy., Zhang X., Shao Y.,
Aminoacid mutations of the infectious clone fromin€be EIAV attenuated vaccine
resulted in reversion of virulenc®accine 24 (2006) 738-749;

Sparks W.O., Dorman K.S., Carpenter S., Liu Naturally arising point mutations
in non-essential domains of equine infectious aaernmus Rev alter Rev-dependent
nuclear-export activityJournal of General Virology 89 (2008) 1043-1048;

Spyrou, V., Papanastassopoulou, M., Psychas, V., Billifts, Koumbati, M.,
Vlemmas, J., Koptopoulos, G., 200Bguine infectious anemia in mules: virus
isolation and pathogenicity studiéget. Microbiol. 95, 49-59.

StephensR.M., Casey J.W., Rice N.REquine Infectious anemia virus gag and pol
genes relatedness to visna and AIDS vi&ience 321 (1986) 589-594;

84



Sun C., Montelaro R.C., et alBinding of equine infectious anemia virus to equine
lentivirus receptor-1 is mediated by complex distmous sequence in the viral
envelope gp90 proteidournal of General Virology 89 (2008) 2011-2019;

Tashjian R.J.,Transmission and clinical evaluation of an equin&ctious anemia
herd and their offspring over a 13-year periddaurnal of the American Veterinary
Medical Association, Feb (3) 184 (1984) 282-8;

Taylor, S.D., Leib, S.R., Carpenter, S., Mealey, R.H.1®0election of a rare
neutralization-resistant variant following passitt@ansfer of convalescent immune
plasma in equine infectious anemia virus-challeng&@ID horses Journal of
Virology 84, 6536-6548;

Tornquist S.J., Oaks J.L., Crawford T.BEJevation of cytokines associated with the
thrombocytopenia of equine infectious anaendaurnal of General Virology 78
(1997) 2541-2548;

Tumas, D.B., Hines, M.T., Perryman, L.E., Davis, W.C.,cGuire, T.C., 1994.
Corticosteroid immunosuppression and monoclonalibaalty-mediated CD5+ T
lymphocyte depletion in normal and equine infectianemia virus-carrier horses.

Gen. Virol. 75, 959-968;

Vallee, H., Carre, H., 1904 Sur la natur infectieuse de I'anenie du cheadm
ptes Rendus de | Academie des Sciences 139, 331-333

Williams, D.L., Issel, C.J., Steelman, C.D., Adams, W.\B&nton, C.V., 1981.
Studies with equine infectious anemia virus: traissimon attempts by mosquitoes
and survival of virus on vector mouthparts dngodermic needles, and in mosquito
tissue cultureAmerican Journal of Veterinary Research 42, 14893;

85



