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Riassunto

La peste equina (PE) € una malattia virale non contagiosa dei solipedi trasmessa da insetti
vettori appartenenti al genere Culicoides. La malattia € endemica in numerose regioni
dell’Africa e passate esperienze hanno evidenziato come I'ltalia sia un paese esposto alle
malattie infettive emergenti, endemiche in Africa. Un'incursione del virus della PE unitamente
alla presenza del vettore Culicoides potrebbero essere causa di una emergenza epidemica.
Onderstepoort Biological Products (OBP) commercializza un vaccino vivo attenuato
contenente 7 dei 9 sierotipi virali, i sierotipi 5 e 9 sono esclusi dal vaccino. L'uso di tali vaccini
e controverso, pertanto, da diversi anni, vengono condotti studi su prodotti inattivati o
ricombinanti. Poiché la ricerca sui vaccini PE & ostacolata dalla necessita di utilizzare il cavallo
per la valutazione dellimmunogenicita, in un precedente esperimento é stata studiata
la risposta sierologica ai sierotipi 5 e 9, in cavie e cavalli. Nelle due specie animali e stata
osservata una risposta durevole e sovrapponibile. Nel presente studio sono state saggiate
per un periodo di 12 mesi le risposte sierologiche ottenute in cavie e cavalli immunizzati con
il vaccino inattivato formulato con il sierotipo 9. Le risposte sierologiche nelle due specie
animali si sono confermate sovrapponibili. Al challenge dell'immunita i cavalli sono risultati

protetti dall'infezione e dalla malattia.
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Introduzione

La peste equina (PE) & una malattia virale non con-
tagiosa dei solipedi causata da nove sierotipi. Il virus
appartiene al genere Orbivirus, famiglia Reoviridae.
Approssimativamente 30 delle oltre 1.500 specie di
Culicoides sono ritenute capaci di trasmettere gli Or-
bivirus. Il vettore pit importante della PE & Culicoides
imicola, una specie comune in Africa e Sud Est Asiati-
o (20). La mallattia € endemica in numerose regioni
dell’Africa Sub Sahariana ma é stata anche registrata
in Africa del Nord (1965), Spagna (1966 e 1987-1990)
e Medio Oriente (1959, 1961 e 1989). La diffusione
dei sierotipi 4 0 9 e stata causa di epidemie nella pe-
nisola Iberica e nel Medio Oriente. Dal 1975 la malat-
tia ha fatto la sua comparsa anche in Africa occiden-
tale: Nigeria, Senegal e Mauritania (11).

Gli eventi dell'ultimo decennio hanno dimostrato
come I'ltalia sia un paese a rischio di malattie emer-
genti endemiche in Africa e la presenza di vettori del
genere Culicoides rende un'incursione del virus della

PE un evento possibile. Vi & quindi necessita di avere
prodotti immunizzanti innocui ed efficaci, rapida-
mente disponibili, unitamente a prodotti diagnostici
sensibili e specifici. Il vaccino attenuato prodotto da
OBP potrebbe essere disponibile in breve tempo. Il
prodotto, comunemente utilizzato nelle regioni dove
la malattia € endemica, contiene 7 dei 9 sierotipi ed &
commercializzato in due formulazioni: trivalente, con-
tenente i sierotipi 1, 3, 4, e quadrivalente, contenente i
sierotipi 2, 6, 7 e 8. Le due preparazioni sono sommini-
strate a distanza di 21 giorni 'una dall’altra. Il sierotipo
5 é stato escluso dalla formulazione nel 1990 in segui-
to a patogenicita residua riscontrata sul campo. Il sie-
rotipo 9 non e incluso nel vaccino poiché era conside-
rato epidemiologicamente non rilevante in Sud Africa.

Entrambi i sierotipi hanno, tuttavia, dominato nei
focolai di PE occorsi dal 2006, soprattutto nella pro-
vincia Sud Africana del Capo Occidentale (18). In
Namibia, il sierotipo 9 puo essere isolato nella forma
polmonare, cardiaca e blanda di malattia. Febbre,
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edema della fossa sopraorbitale, difficolta respira-
torie, inappetenza e riluttanza al movimento sono
sintomi comunemente osservati (Di Mattia T. e Scac-
chia M., 2008, comunicazione personale).

Tenendo in considerazione le obiezioni che riguar-
dano l'uso di vaccini vivi attenuati, nel corso degli
anni sono state oggetto di ricerca soluzioni alter-
native. La ricerca si e focalizzata sull‘allestimento di
vaccini inattivati e adiuvati (5,9, 12, 13) e, piu recen-
temente, sui vaccini ricombinanti (1, 4, 7, 8, 10, 17,
19). I risultati riportati in letteratura indicano che tali
formulazioni sono capaci di proteggere i cavalli dalla
PE ma il challenge e stato effettuato solo a un bre-
ve intervallo di tempo dall'immunizzazione a 76-98
giorni. | promettenti risultati ottenuti con i vaccini
ricombinanti devono essere ancora confermati.

| limiti imposti dalla necessita di usare i cavalli per
saggiare I'immunogenicita di vaccini per la PE sono
stati di stimolo per valutare la possibilita di ricorre-
re alla cavia come modello predittivo di efficacia. In
una recente pubblicazione & stato dimostrato come
topi knock-out (IFNAR -/-), immunizzati con il vacci-
no modificato Ankara che esprime la proteina VP2
del sierotipo 4, possano essere un modello per la va-
lutazione di efficacia del vaccino (2).

In un precedente esperimento (14) varie formulazioni
di vaccini monovalenti inattivati e adiuvati, preparati
con i sierotipi 5 e 9, sono state saggiate per verificare
la loro capacita di indurre anticorpi neutralizzanti in
cavia. Sulla base dei risultati ottenuti, una delle for-
mulazioni prodotte con il sierotipo 9 € stata inoculata
in tre cavalli. Sieroconversione perdurante per oltre
10 mesi dall'immunizzazione é stata registrata in en-
trambe le specie. | risultati sembrano dimostrare |'u-
tilita della cavia come modello predittivo per eviden-
ziare le proprieta antigeniche dei vaccini inattivati.

Al fine di confermare l'efficacia del vaccino e la vali-
dita della cavia come modello é stato deciso di con-
durre il challenge dellimmunita su cavallo. Lesperi-
mento riportato & stato condotto con I'approvazione
dei Servizi Veterinari Namibiani in un'area esente da
circolazione virale. Il challenge dellimmunita é stato
condotto a 109 e 365 giorni dalla vaccinazione in una
stalla a prova di insetto. Nel periodo precedente al
challenge sono state studiate I'innocuita del prodotto
e 'andamento della risposta anticorpale. La tempe-
rature corporea, i segni clinici e la viremia sono stati
rilevati nel periodo post challenge. Nelle cavie la re-
attivita sierologica é stata saggiata fino al giorno 365.

Materiali e Metodi

La produzione del vaccino sierotipo 9 é stata descrit-
ta nel precedente lavoro (14). Per una piu agevole
lettura ne vengono riassunti i dati. Il vaccino ¢ stato
utilizzato dopo cinque mesi dalla data di produzione.
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Linee cellulari

Cellule BHK,, (clone 13), fornite da European Collec-
tion of Cell Cultures (ECACC), sono state utilizzate
per la produzione del vaccino. Cellule VERO (ECACQ)
sono state usate per la determinazione dei titoli vira-
li, 'esecuzione delle prove di sieroneutralizzazione e
l'isolamento virale.

Virus

Il virus PE sierotipo 9 impiegato per la produzione
del vaccino, proveniente da AHS reference antigens
(Bob Swanepoel collection) é stato gentilmente for-
nito dal dott. Hiibschle'. Dopo amplificazione, puri-
ficazione e concentrazione, la sospensione virale &
stata controllata in accordo a quanto descritto dalla
Farmacopea Europea (3). La tipizzazione virale & sta-
ta condotta tramite neutralizzazione di tutti i 9 siero-
tipi del virus PE (14).

Lo stesso ceppo virale utilizzato per la produzione
del vaccino e stato impiegato per l'esecuzione del
challenge a 109 giorni dalla vaccinazione. Un ceppo
di campo isolato da un focolaio di PE occorso, nel
2008, in Namibia & stato usato per il challenge effet-
tuato a 365 giorni dalla vaccinazione (16).

| due ceppi virali, al secondo passaggio in BHK,,
liofilizzati, controllati per purezza e conservati a
5°C £ 3°C hanno mostrato, rispettivamente, un titolo
infettante pari a 10%° e 104 TCID, /ml.

Almomento del challenge, il virus € stato ricostituito
con acqua distillata, diluito in terreno MEM fino ad
avere un titolo paria 10° TCID, /ml.

Inattivante

Il processo di inattivazione e stato effettuato con BEI
5mM come descritto da Ronchi et al. (14).

Adiuvanti

L'adiuvante ISA27VG (SEPPIC Italia S.r.l., Milano, Italia)
e precedentemente saggiato nei cavalli per la valuta-
zione delle proprieta infiammatorie, & stato emulsio-
nato con la sospensione virale concentrata purificata
e inattivata in accordo alle istruzioni fornite dalla dit-
ta produttrice (14). Un quantitativo pari a 0,3 mg di
saponina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO USA) per dose
vaccinale é stato aggiunto prima dell’utilizzo.

Cavalli

Le procedure seguite per I'esecuzione degli espe-
rimenti di vaccinazione, il successivo challenge sui
cavalli e le linee guida per la cura e il mantenimento
degli animali sono state approvate dal Central Vete-
rinary Laboratory (CVL) Animal Ethics Committee. Le
fasi di vaccinazione, inoculazione, salasso e moni-
toraggio dei cavalli sottoposti a challenge, quando
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richiesto, sono state svolte con la supervisione di un
medico veterinario. La prova di efficacia del vaccino
e stata eseguita presso la Bergvlug Veterinary Rese-
arch Farm del Namibian Ministry of Agriculture, Wa-
ter and Forestry, nel distretto di Windhoek. L'azien-
da che copre una superficie di 5.000 ha, si trova a
1.932 m soprail livello del mare, le temperature not-
turne variano tra -8°C in inverno e 8°C in estate, al
suo interno si trovano bovini, ovini, cavalli, antilopi
e predatori. Nell'azienda, utilizzata nei primi del ‘900
dalle truppe tedesche per proteggere i cavalli dalla
malattia, non si registrano focolai di PE.

Quindici animali di eta superiore ai due anni, costi-
tuenti un gruppo omogeneo sulla base dell'esame
clinico, del profilo biochimico e della conta completa
degli elementi corpuscolati del sangue sono stati ac-
quistati a Karas, a 780 Km da Windhoek, dove la vacci-
nazione per la PE non é praticata. | sieri degli animali
sono stati saggiati prima dell’acquisto e quindici gior-
ni dopo il loro arrivo a Bergvlug con un’ELISA compe-
titiva (c-ELISA) per la verifica di assenza di anticorpi
alla PE. Il giorno della vaccinazione (To) un ulteriore
campione di sangue € stato prelevato e saggiato me-
diante sieroneutralizzazione (SN) per escludere la pre-
senza di anticorpi nei confronti dei 9 sierotipi virali.

Il vaccino é stato somministrato per via intramuscola-
re ai 10 cavalli sul terzo medio del lato sinistro del col-
lo con unadose pariad 1 ml. Latemperatura corporea
e la reazione inflammatoria al punto di inoculo sono
state monitorate e registrate nei 15 giorni successivi
alla prima e seconda vaccinazione. La temperatura é
stata rilevata due volte al giorno, mattina e sera. La
dose di richiamo, pari a 1 ml, & stata somministrata al
livello del terzo medio del lato destro del collo a 35
giorni dalla prima somministrazione (T,). Prelievi di
sangue dalla giugulare sono stati effettuati,aT ,, T,,
T35’ T42’ T49' T63’ T109' T175' T220’ T250’ T294' T321’ € T365’ aI ﬁne
di monitorare la cinetica della risposta anticorpale
tramite SN e indice sieroneutralizzante (ISN). | cavalli
sono stati tenuti al pascolo fino al momento del chal-
lenge quando sono stati trasferiti in un locale a pro-
va di insetto provvisto di porta e finestre schermate
con zanzariere a prova di Culicoides, impregnate ogni
giorno con insetticida Fendona (BASF Agricultural
Products Ltd, Citta del Capo, Sud Africa).

Cavalli sentinella

| cinque cavalli non vaccinati sono stati impiegati
inizialmente come animali sentinella per escludere
circolazione virale. Il giorno 109 il numero dei ca-
valli sentinella si e ridotto a 4 in quanto uno degli
animali & stato utilizzato come controllo nel primo
challenge. | soggetti sentinella sono stati tenuti al
pascolo assieme ai soggetti vaccinati. | sieri preleva-
ti con cadenza mensile da questi animali sono stati
saggiati con c-ELISA.
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Cavie

L'esperimento é stato condotto in accordo alla Leg-
ge ltaliana 116/92. Al fine di eseguire I'esperimento
su cavie & stata inviata una comunicazione scritta al
Ministero della Salute, Dipartimento per la Sanita
Pubblica Veterinaria, la Nutrizione e la Sicurezza de-
gli Alimenti; Ufficio VI, Roma, Italia.

Quattro cavie femmina, di peso compreso tra 350 e
500 g, sono state inoculate con 0,5 ml di vaccino nel-
la zona prescapolare. Una dose di richiamo é stata
somministrata 35 giorni dopo. Gli animali sono stati
sottoposti a prelievo di sangue tramite puntura car-
diaca, effettuata previa anestesia totale, con la stessa
tempistica utilizzata per i cavalli. | sieri ottenuti sono
stati saggiati in ISN. Lesperimento e stato condotto
negli stabulari autorizzati dell’Istituto Zooprofilatti-
co Sperimentale dell’Abruzzo e del Molise “G. Capo-
rale” di Teramo, Italia. Tutti gli animali utilizzati sono
stati mantenuti in strutture di ricovero dotate di aria
condizionata (tra 20°C e 24°C), con umidita relativa
pari al 50-55%, con acqua e cibo ad libitum. Gli ani-
mali sono stati controllati quotidianamente tramite
esame clinico fino alla fine dell'esperimento.

Sierologia

| test c-ELISA sono stati effettuati utilizzando il kit
commerciale Ingezim AHSV Compac Plus (INGENASA,
Madrid, Spagna). Il metodo per calcolare I'ISN ottenu-
to attraverso diluizioni seriali in base 10 del virus con-
tro il siero inattivato diluito 1:10 & stato descritto in
precedenza (14). Le prove di SN attraverso diluizioni al
raddoppio del siero contro 100 TCID, di virus (6) sono
state eseguite in parallelo. Gli ISNs sono stati espressi
come Iogw, il titolo SN come reciproco del fattore di
diluizione neutralizzante il 50% dell'attivita virale.

Test di immunogenicita

Lefficacia del vaccino & stata testata al T, ;e T
dopo la prima somministrazione di vaccino.

365

Come gia affermato, lo stesso virus utilizzato per la
formulazione del vaccino inattivato & stato usato nel
challenge nel giorno 109 dalla vaccinazione mentre
il sierotipo 9, isolato in Namibia nel 2008, é stato uti-
lizzato nel challenge nel giorno 365 dalla vaccina-
zione. In entrambi i casi sono stati inoculati per via
intravenosa 10° TCID_ dei rispettivi virus. Nella pri-
ma prova sono stati utilizzati 5 cavalli vaccinati. Nel
secondo challenge il numero di cavalli impiegati &
stato pari a 4 in quanto il quinto cavallo era ingesti-
bile. Non é stato possibile spostare I'animale nella
stalla a prova di insetto senza che si corressero rischi
per gli operatori. Luso di un solo controllo per ognu-
no dei due challenge é stato dettato da ragioni di
benessere animale, nel rispetto della logica delle 3R:
Refinement, Replacement, Reduction (15).
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L'esame clinico e la rilevazione della temperatura
corporea sono stati effettuati due volte al giorno per
21 giorni dopo l'effettuazione della prova di chal-
lenge. Valori < 38°C sono stati considerati fisiologici.
Campioni di sangue con anticoagulante sono stati
prelevati quotidianamente per 28 giorni. La viremia
e stata valutata attraverso la tecnica dell'isolamen-
to virale su cellule VERO e la RT-PCR, in accordo con
quanto descritto nell’OIE Manual of Diagnostic Tests
and Vaccines for Terrestrial Animals (21). Campioni
negativi per effetto citopatico al primo passaggio
sono stati ulteriormente saggiati effettuando tre
passaggi seriali della durata di 7 giorni ciascuno.
Al terzo passaggio le cellule sono state rimosse ed
esaminate in immunofluorescenza per escludere la
presenza di virus PE.

Cattura di Culicoides

Trappole luminose per insetti prodotte da Onder-
stepoort Veterinary Institute sono state collocate nei
pressi della zona di pascolo nella stagione secca e
nella stagione delle pioggie.

Risultati

Reattivita alla vaccinazione

Reazione infiammatoria al punto di inoculo

Dopo la somministrazione della prima dose di vac-
cino e risultato visibile, al punto di inoculo, un lieve
ispessimento della cute che é regredito dopo 48 ore
dall’inoculazione. Al T, la dose di richiamo ha indot-
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to la formazione di un piccolo nodulo, del diametro
massimo di 5 mm, perdurante per tre giorni. In nove
animali il nodulo non érisultato né dolente né caldo.
Solo I'animale n. 4 ha manifestato un nodulo caldo
nei giorni 36 e 37 dalla vaccinazione.

Temperatura corporea

La temperatura corporea é rimasta nel limite dei va-
lori fisiologici fino al giorno 35 dalla vaccinazione. In
seguito alla somministrazione della seconda dose,
nel giorno 36, si € avuto un rialzo termico, tra 38,2°C
e 38,8°C, in 4 dei 10 cavalli (Tabella 1). Durante il pe-
riodo di osservazione non sono stati rilevati altri se-
gni clinici. Il rialzo termico nei 4 cavalli ha coinciso
con la reazione inflammatoria osservata nei giorni
36 e 37 successivi alla somministrazione della dose
di richiamo.

Risposta sierologica

La reattivita sierologica al vaccino é stata registrata nei
cavalli sino al giorno dell'effettuazione del challenge.

ISNs nei cavalli

Gli ISNs al T, hanno mostrato una variazione, tra
2,10 e 4,27, in 8 cavalli. Gli animali n. 6 e n. 7 hanno
reagito al T21 con ISNs paria 0,7 e 1,5, rispettivamen-
te. Dopo la dose di richiamo, al T,, gli ISNs hanno
raggiunto valori > 6,8 per rimanere costanti durante
I'intero periodo di osservazione con l'eccezione dei
cavallin. 6 e n. 9 che hanno mostrato ISNs paria 2,27
e 0,83 al T, € T,os rispettivamente. La cinetica della
risposta immunitaria é riportata in Tabella 2 e in Fi-
gura 1.GliISN < 0,5 al T, sono stati omessi.

Tabella I. Temperatura corporea nei cavalli in seguito a somministrazione della dose di richiamo (T, ).

cava“o n. T1 al3s T36 T37 T38 T39 T40 T41 T42 T43 T44
1 37,1 37,2 36,8 36,7 36,5 36,9 36,1 36,2 36,1
2 37,8 37,2 36,9 36,9 36,9 37 36,3 36,8 36,5
3 36,6 36,9 36,9 36,5 36,5 36,4 36,1 36,5 36,5
4 38,4 373 37,2 37,1 36,1 36,6 36,5 36,8 36,2
5 z 38,4 37,6 37,5 37,8 36,7 36,9 36,5 36,8 36,4
6 W 38,2 37,2 37 37,1 36,9 373 36,5 37,1 36,6
7 % 38,8 37,9 37,6 37,6 37 37,1 37 36,4 36,7
8 § 37,9 36,3 36,4 36,5 36,6 36,9 36,6 36,9 36,9
9 5 37,7 37,1 37,2 36,8 36,8 36,9 36,7 36,7 36,1
10 22 37,8 36,2 36,8 36,9 36,3 36,8 36,9 37,2 36,7
11 controllo = 37 36,6 37 371 36,8 37,1 36,5 36,3 36,8
12 controllo 37,2 373 37 37 37 36,9 36,8 36,8 36,4
13 controllo 371 37 373 371 36,1 36,9 36,9 36,8 36,4
14 controllo 37,6 36,5 36,5 36,1 36,1 36,8 36,6 36,1 36,9
15 controllo 359 36 359 358 359 36,1 357 35,6 359

Veterinaria Italiana 2013, 49 (1), 79-88




Lelli et al.

Tabella Il. Indici sieroneutralizzanti nei cavalli e nelle cavie .
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T1 5 TZ1 T28 TSS(a) T42 T49 T63 T1 09(h) T1 75 TZZO T250 T294 T321 T365(()
Cavallon®1 427 400 597 597 680 680 680 680
Cavallon®2 310 333 597 597 68 68 68 680
Cavallon®3 393 350 597 597 680 68 68 680
Cavallon®4 38 333 597 597 68 68 680 680
Cavallon®5 000 070 067 034 68 68 680 227
Cavallon®6 310 350 597 597 680 680 68 68 68 68 68 68 680 680
Cavallon®7 000 15 237 597 68 68 68 68 68 68 68 68 680 680
Cavallon®8 227 250 597 597 680 680 68 68 68 68 68 68 68 680
Cavallon®9 310 35 597 597 68 68 68 68 68 68 68 68 680 083
Cavallon®10 210 150 597 597 680 680 68 68 68 68 68 68 68 680
Cavian®1 15 2 366 3,16 55 4,83 45 483 483 472 45 4,16 4,5 45
Cavian®2 2 266 316 2,66 55 4,83 45 483 433 472 45 4,16 35 35
Cavian®3 166 216 166 2,16 55 4,83 4,5 483 483 472 35 4,16 4,5 45
Cavian®4 2 2 2,33 2 55 4,83 45 483 467 472 45 4,16 35 35

(a) Ty dose di richiamo, (b) chaIIengeng, () challenge T
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Figura 1. Media degli indici sieroneutralizzanti nelle cavie e nei cavalli.

ISNs nelle cavie

La reattivita sierologica al T, € stata simile a quella
registrata nei cavalli. AI'T,, gli ISNs hanno raggiunto
il valore massimo di 5,5 e al T, , hanno mostrato una
variazione tra 3,5 e 4,5 (Tabella 2).

La cinetica della risposta immunitaria nella cavia
ha mostrato un andamento parallelo a quella dei
cavalli come evidenziato in Figura 1. Gli ISN al T,
sono risultati < 0,5 e conseguentemente sono stati
omessi.
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Titoli sierologici nei cavalli

La Tabella 3 mostra i risultati della SN. La reattivita
nei cavalli n. 6 e n. 7 e risultata ritardata al T,,. Un
picco sierologico pari a 320 & stato registrato tra T,
eT, per decrescere, in seguito, lentamente. | titoli
sono rimasti, comunque, a livelli di positivita fino al
T,,, dalla vaccinazione.
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Tabella lll. Titoli sieroneutralizzanti nei cavalli vaccinati.
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T1s Tz1 Tzs Tas(a) T4z T49 Tea T109(h) T1 75 Tzzo Tzso Tm Tm Tassm

Cavallon®1 40 40 160 80 320 320 320 160
(avallon°2 20 40 160 80 320 320 320 160
Cavallon®3 40 40 160 160 320 320 320 160
Cavallon®4 40 40 80 160 320 320 160 40
Cavallon®5 5 5 20 5 80 320 40 20
(avallon®6 40 40 5 80 320 80 320 160 160 160 160 160 160 160
Cavallon°®7 5 10 80 40 320 320 320 160 80 80 80 80 80 80
Cavallon°8 20 40 20 160 320 320 320 320 80 80 80 80 80 80
Cavallon®9 40 40 80 80 320 320 320 160 160 160 160 160 40 20
Cavallon®10 20 20 40 160 320 320 320 160 80 80 80 40 40 40
(a) TZS dose di richiamo, (b) challenge ng, (c) challenge Tm.

41

—o— Temperatura anti-meridana
2 40 40 —@— Temperatura post-meridiana
39

°C

temperatura fisiologica

35

84

Figura 2. Challenge a T, , : temperature corporee nel cavallo di controllo.

39,0 4
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38,5 —— Temperatura post-meridiana (media)
temperatura fisiologica
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37,54

d
LAY /
/ 7
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Figura 3. Challenge a T, , : media delle temperature corporee nei cavalli vaccinati. Le barre di errore indicano le temperature massime e minime.
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Prove di efficacia

Challenge dell'immunita T,

Cinque cavalliimmunizzati e un cavallo di control-
lo sono stati sottoposti a challenge tramite inocu-
lazione intravenosa di 10° TCID, particelle di virus
omologo al ceppo impiegato per la produzione
del vaccino.

Nel cavallo di controllo si & avuto un rialzo termico,
oscillante tra i 38,6°C e 40°C, nei giorni 10, 11, 12,
13, 14 e 15 dall'inoculazione. In questi giorni sono
stati osservati sintomi quali edema sopraorbitale,
depressione sensoriale, rifiuto del cibo e riluttanza

Efficacia del vaccino inattivato per il sierotipo 9 del virus della peste equina

al movimento. Durante i 21 giorni di osservazione
non sono stati rilevati segni clinici o rialzo della
temperatura corporea nei cavalli vaccinati. Le Fi-
gure 2 e 3 riportano i valori della temperatura cor-
porea anti e post-meridiana nel cavallo di control-
lo e nei cavalli vaccinati. Nell'animale di controllo,
I'isolamento virale ha rilevato la presenza di virus
dal giorno 12 al giorno 16, i titoli infettanti sono ri-
sultati variare tra 10® e 10** TCID, /ml. La RT-PCR &
risultata positiva dal giorno 11 al giorno 21 dall'ino-
culazione. La Figura 4 riporta i risultati.

Nei cavalli vaccinati I'isolamento virale e la RT-PCR,
condotti sui campioni di sangue nei 28 giorni se-
guenti al challenge, hanno dato esito negativo.

Log,,

*

5. 48 4,8 4,8

TO TT TZ TS T4 TS T6 T7 TB T9 T'ID T'I'I T'IZ TT3 T'|4 T'IS T16 T17 TT& T'IQ TZO TZ'I TZZ T23 T24 TZS T26 TZ7 TZS

# RT- PCR positiva

3,5

2,8

L 2 2 2B 2 4

Figura 4. Challenge a T, , : RT-PCR e titoli viremici/ml relativi al cavallo di controllo. Nei cavalli vaccinati Iisolamento virale e la RT-PCR erano negativi e

non sono riportati.
41
—o— Temperatura anti-meridana
—i— Temperatura post-meridiana
40 -
39 | 38,9
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o

Figura 5. Challenge a T, : temperature corporee nel cavallo di controllo.
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Figura 6. Challenge a T, . : media delle temperature corporee nei cavalli vaccinati. Le barre di errore indicano le temperature massime e minime.
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Figura 7. Challenge a . : RT-PCR e titoli viremici/ml relativi al cavallo di controllo. Nei cavalli vaccinati Iisolamento virale e la RT-PCR erano negativi e

non sono riportati.

Challenge dell'immunita T,

Quattro cavalliimmunizzati e un cavallo di controllo
sono stati sottoposti a challenge dellimmunita tra-
mite inoculazione intravenosa di 10° TCID, particel-
le di virus di campo isolato, nel 2008, in Namibia.

Nel cavallo di controllo un primo rialzo termico della
temperatura corporea e stato registrato nel giorno
6 dall'inoculazione, un secondo rialzo, compreso tra
i 38,5°C e 40,1°C, nei giorni 8,9, 10 e 11 dall'inocu-
lazione (Figura 5). Nel periodo febbrile sono stati

86

osservati segni clinici paragonabili a quelli osservati
nel cavallo di controllo sottoposto a challenge al T, .

Il virus & stato isolato dal sangue nei campioni pre-
levati dal giorno 8 al giorno 11, il titolo virale infet-
tante variava tra 107 e 10° TCID, /ml. La RT-PCR ¢
risultata positiva dal giorno 7 al giorno 18 dall'ino-
culazione (Figura 7).

Nei cavalli immunizzati non sono stati rilevati segni
clinici nei 21 giorni di osservazione. Le prove diisola-
mento virale e RT-PCR condotti sui campioni di san-
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gue nei 28 giorni dall'inoculazione hanno conferma-
to I'assenza virale.

| due cavalli di controllo sono sopravvissuti all’in-
fezione.

Cavalli sentinella

| cavalli sentinella sono rimasti negativi per PE du-
rante tutti i 14 mesi di osservazione.

Cattura dei Culicoides

Durante la stagione estiva delle piogge il numero di
Culicoides catturati nelle vicinanze della zona di pa-
scolo é risultato compreso tra 100 e 150 unita per
notte. Il numero di insetti catturati nella stagione in-
vernale secca é risultato ridotto a circa 10.

Conclusioni

Durante i 14 mesi della sperimentazione, non sono
stati osservati né segni clinici né positivita sierologi-
ca nei cavalli sentinella, confermando quanto gia co-
nosciuto, nei primi del ‘900, dalle autorita tedesche
che avevano in uso l'azienda Bergvlug per proteg-
gere i cavalli dalla PE. Si pud ipotizzare che I'habi-
tat, caratterizzato dall’elevata altitudine, circa 2.000
metri s...m., unitamente alle basse temperature non
siano favorevoli alla colonizzazione di Culicoides che
pur essendo presenti sono in numero tale da non
avere la capacita vettoriale. Al contrario, nelle zone
a piu bassa altitudine, nello stesso distretto di Win-
dhoek, i Culicoides, durante la stagione delle piogge,
sono catturati a migliaia e la malattia € endemica.

Il sierotipo 9 é stato utilizzato nella sperimentazio-
ne in quanto non é presente nel vaccino polivalente
prodotto da OBP nonostante, nel recente passato,
il sierotipo sia stato dominante nella zona del Capo
Occidentale. | due test di sieroneutralizzazione non
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hanno evidenziato differenze significative nella ca-
pacita di rilevare anticorpi, in seguito a vaccinazione,
durante i dodici mesi di osservazione.

Nei cavalli immunizzati i titoli sierologici sono stati
rilevati gia 15 giorni dopo la vaccinazione, il plateau
e stato raggiunto tra i giorni 42 e 49 dalla vaccinazio-
ne. | titoli sono rimasti a livelli significativi nell'intero
periodo di osservazione. La sieroconversione regi-
strata nei cavalli a T, 1:80, & risultata paragonabi-
le a quella riportata in letteratura, 1:40, a 200 giorni
dalla vaccinazione (5).

[l vaccino preparato con il virus proveniente dalla
collezione antigeni Bob Swanepoel ha dimostrato di
essere efficace quando il challenge é stato eseguito
a 365 giorni con un ceppo di campo recentemente
isolato in Namibia. Nei cavalli vaccinati non é stata
rilevata reazione febbrile o viremia, a indicare che
i cavalli sono risultati protetti dall'infezione e dalla
malattia e che non sono risultate differenze signifi-
cative legate a un drift antigenico tra i ceppi virali
utilizzati.

Al contrario, i due animali di controllo utilizzati nelle
p.rove_dl c.hallgnge a TH.)9 g a. T365 hannf) presenta.to
piressia, viremia e segni clinici. La reazione febbrile
ha preceduto la viremia di almeno 24 ore. Entrambi

gli animali sono sopravvissuti all'infezione.

Nelle cavie il vaccino ha stimolato titoli anticorpali a
un livello paragonabile a quello rilevato nei cavalli.
Gli indici sieroneutralizzanti sono stati rilevati a par-
tire dal quindicesimo giorno e il plateau e stato rag-
giunto nel giorno 42 dalla vaccinazione. | valori dei
titoli sierologici sono rimasti a livelli significativi per
I'intero anno di osservazione, questo aspetto confer-
ma che la cavia potrebbe essere un indicatore delle
proprieta antigeniche del prodotto in esame. In un
prossimo esperimento sara interessante comparare
il modello cavia e il modello topo IFNAR -/- per la va-
lutazione dell’efficacia dei vaccini PE.
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