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Viste le osservaz.ioni dell'Ufficio formulate da l segre­
tario generale ai sensi dcll'arl. 15 del regolamento del 
G ,uante n, 112000; 

Relatore il prof, G iuseppe Santaniello; 

Delibera : 
l. La regola rizzazione Jei ri corsi presentati al Garante 

ai sensi degli ar ticoli 145 e seguen ti del codice è possibile: 
a) quando il ricorso è so lloscritto da persona fis ica 

o ~~iuridica diversa dal rico rren te o da l procuratore spe­
ciéllc, oppu re è tr<l~ mess() al Garante con corri spon­
denza dive rsa dal plico raccoma nda to o in modo dif­
Inrmc dalle altre modalilà indicate nell 'a rt. l47, 
cOlllma 5; 

b) qualora il ricorso difetti di uno o più dei dati 
iden tiFicativi di cui all'arI 147, comma I, lettera a); 

c) qualora manchi j'i ndicazione della dala della 
ri"hiesta pre~eJltata altilolare o a l responsabi le ai sensi 
dell 'ari , 8, comma l, del codice o l'indicazione del pre­
giudizio imminenle e irreparabile che permette di pre­
,~cindere dalla richiesta medesi ma (a rt. 147, comma l, 
lelic ra [J); 

d) quando il ricorso sia privo di una soLloscrizione 
auten tica la secondo il dispO~lo dell 'ar t. 147, comma 4; 

e) quando manchi l'indicazione degli elementi 
posti a Fondamento della domanda (art. !47, comma 1, 
Ie tlera c) ; 

f) quando il ricorso non rechi l'ind icaz ione del 
provved imen to richi esto a l G aranle (a rI. 147 comma I, 
lettera d); 

g) qua ndo manchi l' indicazion ,del domici lio 
elelto ai fini del procedimento (art. 147, comma l , let­
tera e); , 

h) qualora al ricorso non r isu ltino allegate l'even­
tuale procura o la copia della richiesta r ivolta al titolare 
o al responsabile a i sen i deU'art. 8, comma l, del 
codice; 

i) qual ora d ife Hi la pròva del versamenl~ de! 
diriui d i segreteria (arI. 147, comma 2, lettera c) o m ulti 
imprecisa Q incompleta' la documentazione attestante 
che l' interessato si trova Beli condizioni previste dalla 
legge per l'ammissione al pa trocinio a spese dello Stato, 

2, La presen le deliberazione sarà pubblicata nella 
Gaz::elfa Ufficiale della Repubblica italiana, 

Roma, 23 dicembre 2004 

Il presidcnte: RODoTÀ 

1/ re/alore,' S ANrA fELLO 

1/ seK!'('fario genera/e: BUT'l AR El.LI 

OSA02583 

ESTRATTI, SUNT I E COMUNICATI 


MINISTERO DEI ,LA SALUTE 

CIlnlUniclito rclatil'o a lle metodnlogie diagnostiche per le 
malate ic degli equidi riprfldutlori maschi ai fini della disci ­
plina della riproduzione animale. 

Agli A,I ,!CS,IOUI/ i allli Sanità delle 
l'('Rioni (' 1'1'01'111('1' (/1110110/111' 

Agli ISI i/w i :ool'/'(di'/a" ici spNi­
II/Cnl ll i i 

e p, . : 

IU Cellll'O di l'cfàcn:a I/o:io lw!c 
l'CI' le 1I /C11i/IIIC degli ('qllidi pl'esso 
/slill/lo :ol//'l'ofi/all'Co sperimcl/­
fii/e dI!! tu_io (' delll1 fil ,ICl/I/(/ 

l,'illI ucli e nOl'Olill iva vigente, coslltui ta dall'O, l , L1 gennaio 
1994, reh,t iva a l piano Il<lzj onalc di conlrl'lIo de ll'artcrlle equina , dal 
Ikl rclo 4 dicembre 197(" rela ti vo alla profilassi ucll'anemia infettiva 
ck t! li cquilli e il decreto 191 uglio 2000, n, 40\ rCGl lllc: «Approva zione 
del llUU\'O regol am enlo di esec uzione della legge 15 gennaio 1991. 
n, .lO, eo nccrnenle,di se iplillil della ri prod uzione il nim ,!Ie», stabili sce i 
rCllui siti :;an itar i che gli eq ui di desli nati a lla riproduZlone naturale o 
artifici a le deV\l llO ,.,gpeltarc per essere au to ri ;,z,ali a llo svo lgimenlo di 
t ;lli atll vl\Ù, 

Con t,Iii provvedim enti si (; inlcòo gMilnlire, ,lttraverso il con­
trollo dl'lk m,Jlat li c de lla , ICI" ri p]'odulll l';l, lo svi luppo e la tutela 
dci !xllr il /lllnio nal.ion" lc dci ripl'Odullori, 

AI I'111 l ' d i unlformarec di rendere piil i'aeillllcntc ges tibili tecnica­
mente Il, opcr'l/ionl volle al controllo ,a nit;orio dc!di slalloni, si rillene 
;)(:" ,:s,' drin' ro rni n: preci se indic;.l/ ioll i circa le mçi~)dolo gie diagnosli­
,j le c i protoco lli d'intervento delle ~;l'[!u r, llti malat tic nei produllori 
Cq(lIlli Ill a:ichi , 

Si co nfida nella mass ima difrusione c si rappresenla l'urgenza, 
stan te l'imminente inizio della stagio nc di monta equ ina, 

Rom a, 14 marzo 2005 

/I dire/lOre genemle 
delll1 sanitù vet{'/'illuriu l! alimenti 

NARAH ELLI 

M !:TODI DtAG~OS1'TCI PEI{ L'A " CERTA M NTO SIEROLOG ICO DELL 'INFE, 
ZIONE DA VIR US DEl.L A RINOI'OL MONITE EQ UIN/\ f'<E GLl EQUIDI 
RI PRO IlUTTOR I MASCHI 

Con il tcrmine rin opolmo ni tc vçngono co mprese le infezioni 
sosten ute dagli hcr pe svir us equ in i tipo I ( D IV-I) c tipo 4 
(EHV-4) ; entrambi rcsponsa bili di fo rme di malattia a ca rico 
dcll 'a pparalo rcspiralorio, solo il primo di ab or ti c l'orme neuro­
log ich e 

[I riscontro di anticorpi speci fi ci per i due vir us è freq uen le sia 
per la diff'usione dell ' infezionc (con maggiori prevalcnze nei conrronti 
dell 'EHV 41, sia per l'im pi ego di vaccini , 

PeI'la nt o, ai fini dci ril~scio deJI'autorizza/'ione alla monta, 
ri sulta prioritnrio effettua rc la ver ifiCa dOcu111~ntale, re lati va a lle 
evenluali profilaSSI immuni zza nti , e co ndurre un'accura ta visita cli­
nica eontestu ahnen tc sia sugl i òtalloni , sia sui soggetti sensi bili pre­
sent i presso le stazioni di mont a /aziende do ve qu esti s iano mantenuti , 

Pcr la defini , ione dell o stato sanitario dei riprodutl or i si appli­
can o i seguenti protoçolli e linee direttrici: 

l , Visilil cfillil'l1 , )'el:fìm ddi<' l'u('c il1(ciolli (' prelil?vo dei campioni, 

EITctlua re in via preliminare la visita clinica dei riprodullori 
maschi c di eve ntu a li alt ri soggelt i presenti, 

Con trollare i passaporti degli s ta llo ni e veririçare se p resente l''a t, 
testa /,ione di avvenuta vacc inazione relatiVa all'anno in co rso, 
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I n assen/a di sintomatologia clini ca . da almeno quindici giorni. 
riconducibile a malattie respiratorie, di aborti c/o di forme neurol ogi­
che. anche negli altri anim,ili eve ntualmente presen ti presso l,l sta­
zio ne di Inonta !a llevamcnto, pllÒ essere rilasciata 1·'lUtoriual.ione 
"Ila mont" ai rini dcii a presente inlòio ne. In caso vi siano soggetti 
con si ntllmatologia cliniCi!. erkttuarc un prelievo di sa ngue agli stal ­
lo ni cd a tutti gli anim,i1i presenti presso la stazione di monta /alleva­
mento. Indicare nella scheda di accompagnamento dci campioni 
eventuali interve nti vaccin;!li eflc ttual.i nell'anno in CO I'SO. Ripetere i 
PIT li cvi l'ra il quindicesimo cd il I rentesimo giorno dal primo con­
tI olio per verirlcare l'eventuale presenza di sicroco flvcrsi oni. 

AI r1l1e di potn elTettu arc una compara ',~ione oggc ttiva dci ri sul ­
tat i, invia re i campioni di sang uc dei due preliev i allo stesso laborat o­
rio dell ' Istituto Zooprorilallico, speciricando il moti vo del prelievo 
sulla seheda di accompagnamenlO. 

In ogni c~so i prelievi di sangue devono essere elTettuati steril­
mente. 

'U/i-! /l'7('/lli. 

Manu,d (>1' Diagllostic Test , <I nd Va cinc" l'or Terrestrial Anirn ~ l s 
OIE 2()(li\, l'arte seconde!. ~;\'7i(ln c 2.5, Capitolo 2.5.7. 

2. Prol'!l di sil' rlJni!7IImli:za::iol1 e (SN) . 

ho i diversi rnetodi diagnostici che po~so no esscre impiegati per 
gli accertamenti ~ ierologici della rinopolmonitc equina, solo la pr<wa 
di siero ncu tralr zzazione, eseguila contestualmente Ilei conrronti del­
l'E1IV- I e dell'El-iV-4, è in grado di dilT.;rcn;:iare le inrezioni »aste­
nute dai due viruo C di rilevare la presen!.a di anticorpi anehe a 
dista1l7.a di lunghi periodi d;;l\'inrel.io ne c, trattandosi di una deLermi­
n;v.ione qu antitativa, di cvidcnl-iare sieroco nversloni In caso di inre­
zioni rCl'enti . 

Fril1cifl io 

la prova di sieronl'urral iZl<l l. iolw è impiegata per individuare la 
presenw 1)1 sie ri di antico rpi ,"paci di ncutral iuarc l'inrettivitiÌ viralc. 
La neulraliu<lliollc dcll'attivita inrCll ~nte dci virus dell'arterite vi rale 
equina si eviden/ia altravcr:;o l'a.''enza di erretto citopatìc() sul sub­
stra to cellulare scnsibile impiegato. 

ReflgC!1ii, terreni (' /Jul /e ria/i, 

Terreno di clescita per il sub,trilto cellulare, 

So ll.l /,ione ;;ntibio(;lta per terreno col turale. 

Siero l'etalc bovino. 

ì\.1 icr"pias lrc sterili il % plll.7clt i " fondo pialto per colturc ce lJu­
1,If' j con c('\'crchio. 

Maleri,,/! di n/NimUlI/o. 

Antig.eni preparati con gli ·tipiti di rcrerenl.a E/-IV-I ed E/-IV-4. 
Si r,lccomanda di mantenere le aliquote del virus litolato in condi­
zioni che ne consentano il lllalJ!enimento del titolo. 

Siero Positivo di Lavoro. 

Siero egativo di Lavoro. 

,<:;uh,\lmli /)i%gici 

Sospensioni di cellule RK IJ per l'DIV-I e di derma equino (El)) 
per 1'1 /-IV-4 , illl'Onccnt raz.io nc tale da ,L'sic ura rt' la presenza di un 
I1hlllosl ra t ) conJluente entro il gi,)rno succe" ivo ,d\'utili/%o (ind icati­
vamen te IO \:ellulc i ml) 

l'mccclllfll 

AI l'ine di evilare contam ina/ion i crociate nel corso delle prove si 
1'<1ccoll1~nda di c<,eguire le S per rll V-1 cd EHVA separatamente. 

I nattivarc i sie ri in esame cd i Sier i Positivi e Nega'li.vl di Lavoro 
in bagnomaria a 56° per .10 minuti . 

Prepa rare il terreno di coltura aggiungendo 1'1% di soluzione 
antibiotata per la dilui zione dci sieri c dell'antigene. 

La prova si efTettua in 2 repliche: per ogni siero eseguire dilui­
I. ioni ~ealari in base 2 partendo dalla diluizion 1/2 (dopo l'aggiunla 
del virus dilui l.ione rinale 1/4). Si opel'<l impiegando volumi di 25 !-lI 
dei sieri e del diluente . 

Per ogni siero erfettuare un cOlurollo della tossieità alla dilui­
zione minima saggiata , omettendo l'a gl!;iunta del viru s e portando a 
volume con 25 /f I del diluente. 

Aj?j?;11n1a dell'alflij?l'l1e l' delle cefluk 

Preparare le sospensioni del due diversi virus, impiegando come 
diluente il terreno per colture cellulari antibiotato, contenente 100 
dosi inf'e tlanti tessuto coltura /25 id ( CI Dso). 

Distribuire 25 /11 delle sospens ioni virali in ogni pozzclto ad ecce ­
!. ione di quelli utilizzati per il controllo della tos sici t~ dei sie ri. 

Le dosi inl'elWnti del vi rus so no verificate medi ante titolazione 
inversa in base IO, fino a O TCID50 /25 ,d, partendo dalla concentra­
zione d' uso dell 'antigene, clTelluando almeno quattro repliche per 
dilui zione. 

Ricoprire le piastre cd agitare delicatamentc per racilitare la 
miscela ziollC del siero c del virus . 

Incubare le micropia stre per un 'ora cl 1,7 nc in atmosrera umida 
ul 5'''', çli O~. 

Terminata l'incubazione, di stribuire 50 id delle sospensioni di 
cellule co ntenente siero retale bovino in tutti i pozzelli, compresi 
quelli della piastra dei controlli. Agitare delicat amente ed incubare 
in terlTlosta to a 1,7 "e in atmosre ra umida al 5°/" di CO~. 

La lettura dei controlli e dci sieri in esa me si erfettua dopo la 
qu arta o la quinta giornata. 

hliidill; dei risu/Lali. 

Il tcsl è valido se: 

il controllo del vi rus presenta un titolo da .10 a 300 dosi inret­
tanti/25 !-lI; 

il titolo del Siero Positivo di La vo ro ricade nell ' intervallo 
atteso rispetto al suo titolo noto, 

LeI/lira dei ri.\'IIl/oli. 

È considerata positiva la dilui l. ionc del siero in cui sia presente 
una ridu zione dell 'errctto citopatico del 100% co nfrontandola con 
qu ella dci pozzelli della più bassa diJui 7,ione del controllo delle dosi 
inrettanti del virus. Il titol o del Sieri Po~itiv i di Lavoro e dei sieri in 
esame corrispondc alla diluizione più alta in cui si ha ancora assenza 
totale dell'effetto citopatico in en tram be le repliche. 

fillerprelazirmi' dei riSI/l/a/i. 

Si è in presen 7.a di sieroconversione negli stalloni quand o si ha un 
aumen to dci titol o di almeno log. IO IO 1,2 tra i campioni dci primo e 
dci secondo prelievo ovvero anche solo in alcuni dci soggetti mante­
nuti prcsso gli stessi allevamenti o stazion i di monta, controllati in 
caso di riscontro di sintomatologia clinica riferibile a rinopolmonite. 

METOIlI OIM, NOSTI C I PER I:A CCI!RTAMEI"TO SIEROLOGICO 

OELL ·r ·;rEZ. IONE OA VIRUS DELL'ANEMIA INFETTIVA DEGI.I EQUINI 


L'il1lmul1odirfll~ione in gel di agar (AG IO) ed i test immun oe nzi­
matici (EliSA) sono i metodi di attuale impiego per la diagnosi siero­
logica dell'anemia inrettiva degli equidi. 
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Tuttavia quest i metodi nOll S0 11 0 in grado di rilel'élre anticorpi 

nelle prime s<.: ttimélne de ll'infezione, o, più rélralllcn te, nel corso di 

ma lall ia in ro rm a acuta quand o il virus in circo laz ione è in grado di 

neutrali ua re gli anticorpi presenti nel sang ue, 


Sebbene i tes t ELI SA siano in grado di mellere in cl' id enLa anti­

corpi più precocemente ed a co neentrnioni più basse, sono state tal­

v01w osservate delle ralse pos it ività. Per tanto le positiv ità sie rologiche 

in EUSA devono cssere conrermat e per me/,zo dell'AGIO, Ques t' ul­

tim o met odo, che rileva principalmellte anticorpi nci eonrronti dell a 

proteill<l virale p2(" hél il vantClg,u io di di stinguere rra le lince di preci ­

pit,lzione q uelle specilichc (rea/ ione di iden tità) 


Le p<'s iu vit;, sicr"bogiche possono anche essere eonrermate 

III ('li iante t~clli eil di imnlllnoblotling, 


Per kl di<lgnosi sierolL)glGI si applicano le lince direttri ci cd i 

lI1 etodi di segui to riportati : 


l , Prc!ie" o dei rmllpiul1 i , 

Quando l'ra gli eq uidi mantenuti fo ssero presenti sogge lli con 

febbre o sintomato logia clin ica rico nducibile a mal att ie ini'ettive, il 

prelievo di sa ngue dovrà essere ripetuto trascorsi almeno 20 gio rni 

dal primo prelievo, 


2 Prora di ill /l1l/1l1odifjil.liollt' iII Rei tli (I!?or, 

PI'IIICl{lio drlllle!fJl/o , 

L'AGrD è basata su ll a dilTusio ne contempora nea dcll'anti ge ne e 

deg li anti corpi dci siero in esa me, un o verso l'a ltro nel subs trato 

impiegato, In presenza di anticorpi si forma una linea di precipita ­

zio ne tra i POl/c ttl dcll 'antigene c dci siero, La lin ea è rit enuta speci­

fica cd è definita come linea di id erltit à quando si presenta continua 

COli la lin ea di )11 ccipita/,ione che si rorma tra l'a ntigene ed il siero 

positi \'o di wl1trollo, 


[ ca mpioni di sangue prelevati nelle prim~ 2-~ setlimanc da ll'in fc., 

l ione P0 ,>O IlO rl.,ultare nega tivi al !(" ,: \. 


Rife('illl!' l/ !i, 

Milnual or Diagnosti,' 'Ic,ts alICI Vaeines l'or Terrestrial Animals 

OIL 2004 , Parte seconda, Sez io ne 2,5, Capitolo 2,5,4, 


I<('agen!i , !e/'{'eni {' !11o!niali, 

P'<lstre petr i di diametro da 100 111m, 

Talllpone fosfato (P BSl pH 7,2, 

Agar oble discio lto ili tampone borato· pI-J 8,6 alla co ncentra­
l ione dcII" 'X" 

Acqua distillata , 

* Form ula Tampone borato: 


NaOH 2 gr: 


H, HO, 9g r: 


H,O di c. tillata portare a voillme di 1000 mI. 

5t;II \1)'0 punzone co n UII U rosclta da 7 )lol./e tt i ui cui lino cClltnJie 
c (, pcril'c rici ciel diamelro di ,').3 111111, La distanza tra i poac Ui li: di 
2,:lmm, 

MI/!eriali di rikl/lI1{!lIlu, 

Anti )!cJ1c prcl'a ra to co n virus ceppo Wyomi ng (Amcrica n Type 
Culture ('01l ee tion v R - 77'(.) 

L'anti ene: pu ò c>scre prodotto a partire da un'estrailo di milza di 
equ id i con infez iolle ~c ut ao da colture di tessuto, ,'\Ilo scopo possono 
('~;se rc IInplegatc cellule di rene (do le equ lll o, di derma equin o c di 
till10 canino, 

Possono c,Sl're inoltre il11picg;l te proteine ricombinanti , es presse 
iII 11<11tel'i Cl hacuknJrus , di anti ge ni del capside , 

Siero posit ivo di la \'orll, 
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, matniali di 1'Irerimcnto, prima clcl loro uti lizzo, ùf)vono essere 
approvati da l Celltro di Referen za per l'Anemia Inretliva degli 
Equin i, 

Procedura , 

Dist ribui re 15 mi di terreno aga r Noblc In piastre petri poste su 
un piano li ve llai o, 

Dopo so lidifica7ione punzonare trami te sta mpo l'agar per avere 
una serie di rosctte di poneui per piastra, Aspirare l'agar da ciascun 
ponello, 

DistribuJre , fino a ri cmpiment() dei poae Ui : 

a) l'antigene nel poue tto centrale; 

b) il siero positivo di la voro in tre pozzeu i perirerici alternati ; 

c) i sier i in esame nei rim anenti pozzetti , 

In cubélre per 24 - 411 ore a temperatura ambiente in camera 
umida, 

L~ lIlIra d~l/a rea::iolll' , 

La lettura si cfrellu a suecessivélme nte all a quarantottesima ora 
d' incuba zione Im piegando lill a lampada a luce inciden te, Ver ifica re 
la l'ormazione delle lince di precipitazione tra i pozzelli del siero posi­
ti vo di lavoro e dell'ani igene, 

Il ,iero in esame è co nsidera to posi tivo quando form a una linea 
di precipit a~iOl1e che presenta identità co n la linea di precipi tazione 
tra l'Antigene cd il Siero Posi ti vo di Lavoro o qua ndo ne determina 
l'ineu rvamento, 

I sieri con ,dti titoli di anticorpi precipitanti possono formare 
lince di preeipita/.ione più ~pcsse ehe tendono a far disso lvere la linea 
formata fra i pozzclli contenenti i material i di rife rimento, anche rino 
a circa la metà de lla posizione norm ale, e tendono a scomparire con 
il tempo, Per confermare la positivita di tali sieri , gli stessi devono 
essere nuovamente esaminati , previa diluizione di 112 e 114 in sol u­
zione di Tampone fos i'a to, [n caso di form azione di una linea d'identi ­
tà si devo no co nsidera re come posi tivi , 

Un siero è considerato nega tivo quando non form a una linea 
d'identità con l'Antigene e non induce l'ineurvamcnto o l' interruzione 
della linea di precipita zio ne tra l'Antigene ed il Siero Pos itivo di 
Lavoro, 

Gli equidi che abbiano contratto recentemente l'infe~io ne po s­
so no non fornire lIna reazione positiva al test di AG rD, E pertanto 
necessa rio effettuare un nuovo controllo a distanza di 2 sellim ane , 

3, Pro l'e imm/lI1 ('(,I1:il/1!J!iche, 

Fra i diversi test ELI SA messi a punt o, è raccomandabile l'uso di 
metodi che prcvedano l' impiego della proteina eapsidica p26 per l'ele­
vato grado di eo nscrva2,ione antigenica dell a stessa nei virus circo­
lanti , 

G li esiti positivi in ELI, A devon o esserl' controllati mediante 
AGID () im nlll1l0blotting 

I sieri che abb ia no fornito risultat i di difficile interpretazione, 
nonc hé tutti quel li ri sultati posi tivi a llc prove d'irnmunodifrusione ed 
iml1lunoen zim at ic~ devo no essere inviat i al Centro di Rifer imento 
per l'An emia Infettiva degli Equini per la coni'erma diagnostica, 

METODI DIA GNOST ICI PER L'ACCERTA MENTO DELl.' INfEZIONE DA 
VIR US IJEL L'ARTERllE VI RALE NEGLI EQ ID I RIPRODUTTORI 
MA SC HI 

Per gli accertamenti sierol ogiei e virologici si applicano le linee 
dircttri ci ed i metodi di seguito riporlat i: 

A , AC(,ERTM I E~T1 SIEROLOG IC I. 

l , l're!iul'o dei ClImpioni. 

Effettuare il prelievo di sangue sterilmente, 
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Qualora I"ra i rirroduttori o fra gli equidi mantenuti assiemc fo s­
sero presenti ;,oggetti con fehbre o sinlomatologia clinica riconduci­
bile Cl m,i1atlic infettive. il prelievo di sangue dovrà cssere effettuato 
trascorsi 15 giorni dall'ultimo caso di malattia . 

Rifàimcl/li. 

Manllal of Diagnostic Tesls and Vacines for Tcncstrial Animals 
OIE 2004. Parte seco nda. SC/.i"IlC 2.5, Capitolo 2.5.10. 

2. PIOI'U d, \icrf)l7c/iI/(//i==,,~i()n(' . 

{',.il/( 'l,io. 

La rrova di sieroncutralil/.azionc è impleg"ta per individuare la 
prcsclll.a in sier i di anticorpi capaci di neutrali zzare J'infettività virale. 
La nClItr,>li17;17.ione dcll'auivitiI infett'lI1te dci virus dell'arterite vira le 
equilw "i evid en7.i a atlraverso l'assenza di d'fetto citoratico sul sub ­
slrilto cellulare sensib ile imriegato. 

!?eogc/lli. 1('I' I'('l1i ~ IIIIIICI' i,, /i. 

TelTcno di cresci!.él rcr il suhstral(' cellulare. 

Complel11entCl di l'avi ,\. 

S(,lu/ione anliblotilta per tcrreno coltllrille. 

Sicl"o l'et" le bovino 

Micror ias tre steri li a 96 pozzettl a fondo rialto per colture cellu­
lari con coperchio. 

MulNioli di ,.ijàimento. 

Antigene preparato con lo stipite di relercnza CV L-Bucyrus 
(Wc ybrid~!e). Si raccomanda di mantenere le aliquOle del vi rus tito­
1alo in colldi/i'.lni che ne conselltano il mant enimento del titolo. 

Siero Posil ivo di l.avoro. 

Siero Positivo di Lavo ro a basso titolo. 

Siero Nq;al i\o di LI'ow. 

;·;"I>.\lruti hiolllgiei. 

_ Snspe' nslone di cellule RK 13 in concentrazione (indicativamente 
IO' ce llule / mI) Ullc da assicurare la rre,enza di un monostrato con­
nuenlc entro il giorno succcssi\'o al loro utihzzo. 

Proced/l}"(i. 

(nat liv,Hc i ,ieri In esame cd i Sieri di Lavoro in bagnomaria d 56° 
]ler .10 minuti. 

Prer;,r,Hc il terreno di enltura aggiungendo 1'1'1" di soluzione 
antibi(lta \;\ per la dilui/ione dci ~iai c dell'anti ge ne. 

La prova si dl'ettu :! in 2 repliche : per o)2.ni slc ro eseguire dilui­
~i oni scahri in bélse 2 parkndo dalla dilui7ione I f2 (dopo l'aggiu nta 
del vi rus dilui zio ne rin a lc 1/4) Si opcra impiegando volumi di 25 fd 
dei sieri c del diluente. 

Per ogni siero effett uare un controllo clclla tos<;lcit~ alla dilui · 
I,ione minima saggiala , omettendo l'aggiunla dci virus e portanclo a 
volumc con 25 ,ti del diluentc. 

Aggillnfa dell'an tigene f dl!lle cellule. 

Prera ra rc la sospcnsione del vir us contcnente da IUO a 300/25111 
dosi infett anti tc :;s utoeoltura CrClD,o) imricgando come diluenle il 
terrcno per colture cellu lari antibiolato contcne nte comrlemcnto di 
c:lvia a li" concentrazione final e del 10'X, 

Dist ribuire 251d ddla se'i uzione co ntenent e la sosrensionc viralc 
in ogni p(1ue tto Cld cccezione di quelli uliliuati rer ii conti'(lilo dellJ 
tossicità dci Slcri. 

Lc dos i infeltanti del virus sono verificate medianltitolazione 
inversa in hase IO, fino a O TClD j o / 25 id, partendo daUa co ncentra­
zione cI'uso dcll 'antigenc, effettuando almeno qUaltrò repliche per 
diluizione. Ricoprirc le piastre ed agitare delicatamcnte'per facilitare 
la miscclazionc del siero c del virus. 

Incubare le micropiastre pcr un'ora a 37 PC in atmosfera umida 
al 5% cii CO:­

Veri ficare, doro una notte d'incuhazione. il controllo delle cellule 
e cii citotossicit<i dei sieri in esame. 

Terminata l'incubazionc, distribu.irè 100 Id dcila sospensione di 
cel lule contencnte siero fetale bovino in tutti i pozzelli, compresi 
quelli clelia pia stra dei controlli. Agitare delicatamente ed incubare 
in tCrInostato. a 37 "C in atmosfera lImida al 5% di CO2. 

La lettura dci controlli e-dd sieri in esa me è effettuata dopo la 
seconda o la ter/.a giornata. 

Validità dei risultati. 

Il test è valido se: 

il controllo da virus presenta un titolo da 30 a 300 dosi infet­
tanti/2 5 Id: 

i titoli dei Si cri Positi vi di lavoro ricadono nell 'intervallo di 
0,3 10g.I O rispetto ai titoli noti. 

Lellura dei rìwllali. 

, cOll sider,lta positi va la diluilione del siero in cui sia presente 
una riduzione dell'cirellO citopatico dci 100% conrrontandola con 
quella dei poaet ti della più bassa diluizione del controll o delle dosi 
infe llanti del virus. Il titolo fin ale del siero è ca lcolato con il metodo 
l'li Spea rman i Karbcr . 

Quando CI causa di neutrali /Z<lzio nc parziale o in prescnza di tos­
sicità dci sicro si renda difficile stabilire se un campione sia negativo 
alle diluizioni più basse, il prohlema può cssere superato riesaminado 
il campione ri sultato tossico effetlLlando la sieroneutralizzazione su 
monost rato confluente di RK-13 allestito il girono rrecedente. In 
alternativa, l'crfettolossico può essere ridotto o eliminato adsorhendo 
per un ora a 0,7 0(' il siero da esa minare con un numero di cellule in 
numero almeno doprio rispetto a quello previsto per la prova di siero­
neutrali/.zazione. AI termine dell'incuba/.ione far rrecipitare le cellule 
mediantc centrifugazione e riesam ina re il camrione come da proce­
dura. Nel caso rersistesse l'effetto citotossico successivamente ai trat­
tamenti descritti, richiedere la ripetizione dei prelievo del campione 
cd inviarlo per la conferma diagnostica , unitamente al primo, al Cen­
tro di Referen za Na z.ionale per le Méllattic Equini. 

INTERPRETAZJONE DE I RI SuLTA Ti. 

Uno sta llone è consid erato positivo se al test di sieroneutralizza­
zione vien e riscontrato un titolo uguale o superiore a Il4. Gli stalloni 
siero positivi devono essere solloposti al prelievo di sperma per poter 
escludere l'e!imi nil,,ionc clcl virus. 

B. 	 (SO LA ME l'O l'l) IDENTIFI CAt:lOM': DEL VIRUS DELL'ARTERITE 

VIRAl.E EQlI l A I N rESS Ul'OCOLTURA E RICERCA DEI.. G EN OMA 

VlI\ALE MEDIANTE P 'R. 

I . Prelievo dci ciIIl7pioni di sperma. 

Il prelievo di sperma deve csscre effettuato mediante vagine arti­
ficiali a fond o cieco ed impiegan do materia li monou so per la racco lta. 

AI fine di poter escluderc lo stato di climinatore del virus neg li 
sta lloni sieroposi ti vi devono essere effetluati tre prclievi di sperma ad 
interva lli di almeno IO giorni. (n caso di llegativita, i controlli 
dovranno comunque esserc ripetuti anchc l'a nn o successivo. 

Per eVitare l'inilttiva7.ione ciel virus evcntLlalmente presente, con­
trollare cile la tempuatura della camcra interna della vagina artifi­
cia le non sia 'i uperiore a 40°C ed assicurarsi che non siano sta ti 
il11riegati antisetlici o disinfe ttanti per la cura o la pulizia dci genitali 
este rni prima dell'efrcttuazione del prelievo. 
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Ai fini ciel l'iso lamento vi ralc i campioni devono conlcnerc la fra­
/ IO!1C ric ca di "penn a cui il virus è ~ssoclalO neg.li animali portatori 
cd eliminalorl. 

l C<l lnpillni di sperma Llevon o csserc mantcn uti rdrigc rati imme­
diatamente clopo i[ prchcvo e devono r,sse re co nsegnati al più presto 
al lab01·atorio. Quando non fo,se possibile clTcltuarc tcmpestiv'l.­
mente la cunseg na, consel'l·are i campion i a tempcratura '-' 20 "e. 

2. Vcri/ir'O dell'idone;lrÌ dI'I ('(/1111';011(' inla/)OWlorìo. 

Primi! di procedere alla preparazione del campione verificare al 
micr(l\copio la prcsen <:a /aS'en7a di spcrmato7.oi. Quando all'osserva­
/ione gli spcl'1Datol.oi sidno assenti o rari il ca mpione è da ritenersi 
11ll1l idl111eo: richiedere q\1indi al Veterinario Umeiale la ripetizione 
del prelievo. 

[n alll's.! dell'eseeu/ione delle prove i campioni devono essere 
1llC1 111 C1\Uli co ngc l;lIi ~ ICllll'cr;lturu <: 20 "C. 

.1. Isolml/culO del rims ;11 1l'S.\·/I1o ('olll/l'(I. 

L'isolamento in tcssutoeoltura è il ID"todo ufficialc pcr la defini­
J: ione del lo stato di eliminatorc di virus degli stallon i slcropositi vi. 

S//""II'III; biulog;ci. 

Cellule rena li di coniglio in linea continua RK-1.1 (clone ATCC 
C'CL-.17). Si raccomanda l'uso di cellule a ha,~o nunlero di passaggi 
poiché l'et,i della linea cellulare risulta e,sen: crilica rispetto alla scn­
si hilit ,j della stes,a ull'inlòione. 

1«("(I,l; <,/I I;. /('/'/,CII; <' 1I1lI/l'r;{/lì. 

Terrcno pcr colture ccll ul ur i il diversa composizi('ne in rel<l,;ione 
a l tipo (Ii sistcnla di cnltiva7ioll c impiegato U,istema chiuso in fia sche 
o in pia,l.re in atmosfera al 5%, di CO!). 

Solu/ione di anlinlOtici per colture cellu lari. 

Sicro fetale novin o. 

Carbossinlctllcellulosa a media densita. 

Fiasche pcr [(, Itme cellulari o pi<J strc ,I fondo piallO a pozzetti 
multipli . 

l' rima di prpcednc alJ'ill<lculal.ione su colliirc cellulari, soll()­
pOITe il c:\lllpiol1': di ~pcrnM a tre cicli di trattamento con ultrasuoll i 
di 15 sl'u, "d i. prpcedcnd o quindi a centri fugare a 4" C a 1000 g per 
IO minuti per precipitare la fra /.ione ccllula re. 

Pm('edul'll . 

Per l'i:,ol<Jmento impief!arc un monostrato di cellule eo nnuenti di 
" tù co mple,,1 fra l e 5 giorni . [ndipendentemente dal supporto di ere­
::c ila imp l< :ga to, il rapporto tr<1 superficie delmonostrato da infettare 
e volume di milteriale (\;1 IIlLlclIlare deve essel'e di 2,5cm~ / O,l mI. 

Effe ttuare dJiui ;, ioni I Olfa nitn~\c he in base IO de l soprana ta nte del 
e<l ll1[1lon e di sncl'm<l da IO :1 lO ' In lerrcno di coltura di manteni­
mento con tcne nte <lntihiolici c siero rcta lc nOl'ino al 2'~i; ,. 

Inondare, in almcno 2 repliche, le tess utncol lure con le dilui/ioni 
dci campione cI'Jt:lIuate in precedenza. 

Alkst ire COn k1l1pmancamente controlli della prova, seguendo lo 
~, t(: SS () prùccdllncnlo, utili Z7.ando campio ni di sperma positil'i o un 
ceppo viralc di controllo a tito lo notll. 

Chiudere k fiasche o cop rire le pl Clstre il p07,/c tti multipli e, con 
Illmimento circolare, distribuire l';n<J('fIltlll/ omogeneamente su tutta 
la superficie. 

lncuhare il :17 "e per un 'ora in sistema chi uso od in atmosfel'a 
umida al 5' ~{ , di CO2 ri spcttivam <ò nt e Ic fiasche o le piastre a p07.7.e tti 
1l1ulti pl i. 

D'Jpo l'incuna/iolle coprire la superficie dei suppeni di crescita 
con una so luzione di cahoss imetilcel1l1 losa allo 0,75% ln terreno di 
co ltura contene nte la solu:(ione antihio lata, senza rimuovere l'ino­
cu lo. 

l'llrre le colture ad incubare a 37°C. Osservare al microscopio 
per la prcscnZ <l di efretto citopatico che di norma, In presenza di virus, 
compare tra la seco nda c la ses ta gior nata. 

AI 5" . 7° giorno, in assenza di eviden.te effetto citopatico, inocu­
lare nuovi monostrati ce llulari con il sopra na t'ante delle colture senza 
danneggiare. 

1Addizionare le dilui 7. ioni del campione (da 10. a IO') con polie­
ti1cne glicole in modo da ottenere una concentrazione finale Lli que­
st 'ultimo al lO':;'" lasciando per una notte a + 4 °C e sottoponendo a 
leggera agitazione. 

Centrifugare a 2000 g per 10 minuti ed eliminare il sopranatante, 

Risos pcndere il precipita to in un volume pari ad un decimo di i 
monostra ti . 

Dopo aver asportato il sopranalante colorare i monostrati con 
una soluzione di eris fa lvioletto contenente formalina tamponata alla 
concentrazione de ll o 0, 1 % per mettere in evidenza la presenza di 
eventuali placche. 

l campioni che comportano delle dilTieoltà diagnost iche sono 
inviati al Cen tro di Referenza Nazionale per le Malattie degli Equini. 

Al cuni ca mpioni di sperma possono risultare tossici per il sub­
st rato cellulare specie alle diluizioni più basse saggiate. [n tali ca si 
procedere a l trattamento dci campioni di sperma con polietilene gli­
cole con )leso molecobre 6000, prima di inoculare il substra to cellu­
lare. secondo le modalit<Ì cii scguito riportate: quello delle diluizioni 
originarie in terreno colturale di mantenimento, ed omoge neiZl.are. 

Sottoporre il centrifugaz.ione l'omogencizzato a 2000 g per 30 
minuti, cd impi ega re ti so pranatante per l'esecuzione della prova 
secondo le modaliuì so pra descritte. 

QU<Jlora i campioni dovessero risultare citotossici anche successi­
vamente al trattamento, richiedere la ripetizione de l prelievo, 

Idenli/i'cazìone f coral/er;zzaZ;O/1(' del virus. 

ConsideralO che nei campioni di sperma poswno essere presenti 
anche altri agenti virali, qualsiasi isolato deve essere sottoposto ad 
iden ti riea ziollc. 

L'identificazione dci virus isolat i de ve essere erfettuata mediante 
tcst di Ilculralil.l:al.ioIlC, o medianle immunonuorescenza impiegando 
sieri monospecifici o anticorpi monoclonali. 

In ogni caso. ogni virus iso lato dcve es:,e re invi ato al Centro 
di Referenza aZ1<Jnale per le Malattie degli Equin i per la conferma 
dell'identi fica7 ione e per l'esecuzio ne di ulter iori prove per di caratte-
1'I/.ZH7.IOIlC, 

lNTERPRI'TA ZIONE DEI RISULTATI. 

Uno stallone riproduttore sieropos itivo è considcrato eliminatore 
quando il l' irus, iS(llalO da almeno uno dci tre prelievi, è identificato 
come virus dell'Mterite vira le equina . 

C. 	RICERe A DEI. (iENOMA VIRA LE ~I El)t.~NTE TRA SC RlllONl INV~RSA ­
NESTliDPCR (RT· N PC R l. 

L'isolamento del virus è ancora oggi l'unico test ricono!iciulo a 
liVl'1I0 interna 7. ionale per gli scambi di equidi: pertanto altri lest, quali 
quelli che prevedo no la ricerca dell 'acido nucleico virale da campioni 
di sperma, possono essere unicamente impiegat i come eventuali prove 
çi supporto o coll aterali per lo svo lgimento di indagini o ricerche, 
E opportu no sottolinei\re che il rilevamento dell'acido Ilucleico virale 
mediante RT-PCR, non essendo in grado di distinguere virus infet­
tante da vir us non infettante e particelle virali incomplele, non può 
dare ind icazioni l'elativamente all'effettiva capacità di diffondere l'in­
fezione da partc di uno sla llone o di un campione di sperma, fattore 
considerato di es lrema impo rt anza ai fini degli scambi degli equidi 
e/o dci seme. Tuttavia occor re anclle considerare che la PCR, a diffe­
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rcnza dell'iso lam ento )li colture cellulari. permette cii rilevare un'c­
vcntuale positi\.ità anche in caJllpioni non prclc\·ati o conservati cor­
rettamente, dove l' infetti vita del virus può essere compromessa. 

La sensihi llt;ì della RT-nPCR può csscn; notevo lmente innucll za ta 
clalla seiclione degli o[igonucleotidi da Impiegare ne[la prova. Pertanto 
la sce lta dovrà essere rivolta ,Iquelli in grado di riconoscere: le regioni 
ciel gen ollla vir;Iie per le quali è sta ta accertato il maggior grado di conscr­
v,mone. h a queste sono state individuate quelle eodiricanti [a proteina 
nucleoc"p~idica N c una delle proteine (M) dcii 'r.l1l'elajle vi ra le 

Procetlum 

Pr%collo pc/' l'cs''nI:iol1f: dellu liT- I1 PCR 
Vengono di seguito ripon,tti I protoco[1i cOJlsigliati per l'cstra­

lionc dell'R NA vlralc C le ,cquen!c clegli oligonuck,otidi da impie­
gare. 

La metodica deve essere eseguita aelot tando opportune mi sure e 
buone pratiche di laboratorio rinali zzate alla ridulione dei rischi di 
cOll tamin<J /.ione tra campioni e eia prodotti di P R. 

Es/m: iol1c drll'R:YA dII call1p ioni di sprona: 

[n due tubi tras l'crirc rispettivamente 150,tI di supern ata nte tal 
qUelle, o tt enuto dal[a sonicalione c ccntril'ugazione del seme ai rini 
(lcll'isol ,1n1ento viralc su colture ec l[ulari. c l [SO!'[ di una diluizione 
I,' IO in acqua a grado leagente ster ile traltata con dietilpirocarbona to 
(H.,O -DEPCl 

,\ggiungere 40tl,tI di tioelanato di guanidinio (GuSCN ) 6M; 

Incuba re a temperatura ambiente per IO minuti: 
Ag[! iungere 225,,[ di NaCI 5M sterile, 400 1'.1 di clororormio 

(CI-/C I,) saturo con 1-/ :,0 -Dtre ed '1gitarc vigorosamentc: 

Oligollu clcofidi impicpti per l'esecuzione ddla RT-nPCR 

Incubare in ghiaccio per [O minuti ; 


Centrirugare a I:lOOOg a 4°C per IO minuti ; 


Ripetere, se necessario, l'estrazionc con CHe[, sa turo con 

H:10-DEPC lino ad ottenere un'interfase pulita: 

Trasrerirc [a rasc acquosa (circa 6()() ILI) in un nuovo tubo e 
aggiungere [ Il.1 di glicogeno 20 Itg/ld: 

Aggiungcre :160 Id di etanolo al 95'10, conservato a - 20 0e. 
Incubare a 20" C: 

ri\10 al giorl\o successivo: 

Centrirugare a [3000g a 4 ·C per 30 minuti; 

Eliminare il supernatante e aggiungere I m[ di etanolo al 70%, 
conser va to a - 20 0e: 

Centrirugarc à nOOOg a 4 °C per [5 minuti : 

Eliminare il su pcmatante e [asciare asciugare i[ precipitato; 

Risospcndere il pl'ceipitato in 50J1[ di H10-DEPC; 

Impiegare l'RNA c$trallo per la reazione di trascrizi one 
in versa. 

Possono essere in alternativa utilizzati a ltri metodi di estraz.ione 
purché ne sia stata preliminarmente veriricata ['erricienza in compara­
zione al metodo descritto 

- -"- -­ . ­ .--- -_. _._-­ - ­ -­
Fase nome del/o Sequenza nucl Posizione Dimensioni del 

olìgonuclco( eotidica 5'~3 ' nel prodotto 
ide genoma di amplifìcazione 

virale* (bp)
-

Trascrizio OEV. -L5 GGT TCC TGG GTG GeT 3'-12675 -
ne AAT 

Inversa AAC TAC TTC AAC 
._~- .­ -_._ _ ._-­ -- ------­ ---_ . 

I p( 'R-l OEVA-14A TCG ATO Geo TeA AGA 5'-12310 395I CGATCA C 

I 
OEVA-15 GGT TCC TGG GTG GeT 3'-12675 

AAT AAC TAC Tre AAC 
i 

I PC'R-2 OEVA-L 7A CGC eTC 
eGG ACG 

T1T TCG AAA 5'-12342 262 
- - ­

OEVA18 GGT AGG AAC CCA ACT 3'-12582 
GACGGTG 

*Genl3ank, Accession Nwnber X53459 _._._--- _._- ­

-- 62 ­
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Temperature di ({I/I/('u/il/g: 

peR-I : 57 °e reI' i prillli 5 cidi di anlplirical.ionc: 52 °C per i 
:'lIU..: l' :-. ~lvl. 

peR-2: 55 ne pcr i pr il1li 'i cicli d i ampliricazione: SO ne per i 
successivi. 

Nel caso in cui un campionc dovesse ri sultare positivo al test 
del h RT-nPe R e negativo al\'i so lamento su colture cellulari. richie­
dere al Veteri nario t 1rficialc la ripeti ~.i o ne del rrclievo ed in viare al 
Centro di Rererenza Nazionale per le Malattie deg li Equini i cam­
pioni reI' la conferma diagnostica . 

M I:TODO D IAGNOSTl CO PER LA R IC ERC ~ DI TA YJ. O RELI.A 

H)I JI(; ~N I l'AI . IS NEGL I l'. Q U ID] 1(1 PROD UTTOIU MASC Irr 

Il ITIctodo ulTiciak ui prova per la ricerca di T ('(I"igel1i/lllis , 
;q.!c ntc eflolog ico della MClrite Con tagiosa EqulIla (CEM). rieono­
!,ciu to ai i'ini dqdl sca mbi intern,lfiollali c rl's ,lllle coltura le, non 
c" efluo stati uescrJtti metodi sierologici v,!Iidi in grado di definire lo 
.,t; ltus di positivit,Ì nei oo[!!-,elti inldti / portatori . 

Il microrganismo. al di fuori dell'apparato genitale degli Equidi, 
è paJ'tico larmente sensibile a ll e condi7.ioni ambientali e ri sulta inoltre 
di difficilr eoltivi17.ione. E necessaria <.juindi l'adozione di particolan 
precauzioni nelle rasi di preli evo e di trasporto dEi campioni da sotto­
por re ad aecertulllent i. 

Ri/à il11 ('l1/ i 

Mantlill or Diagnostic Tcsts and Vacines for Tcrrestrial Animals 
OI E 2004. Parte Seconda. Se7 ion e 2.5, Capitolo 2.5.1 

l' c l' il prelievo dci call1pioni e gli accertamenti Illicrobiologici si 
applic<lnll le ',l'}cucnti lin<.:e direttrici cd il metodo di seguito riportati: 

I . l'l'elino dci ('{II"fliol1i 

AlrinllÌo della stagione di monta , tutti g.1i stalloni devono essere 
sottopos ti a riccrca di T (''I I II[!.i'ni l(/ lis, attra verso prelievo di singoli 
t<lmponi con terreno di trasporto tipo Amies con carbone all ivo (l1ec\:l' ­
sa rio per l'ad sorbimento di prodotti del nlftabolismo batterico), da: 

uret ra , fo;sa urelralc. prepuzio. Tale prelievo va ri~tul0 a 
di >tan za di non meno di 7 giorni : 

i tampolli debbono c'scre COl1sc['vati in condizione di refrigera­
fi nnc e debbollo esse re in viati agli btituti Zooprofila tt ici Sperim en­
t;ili entro le 24-4R ore dalmol11ento prelievo; 

i lampnni pervcnutl in laboratorio scnza terreno di trasporto, 
o con terreno privo di carbone atti vo, o dopo le 48 01'( dal prelievo, 
l1(\n sono id (>nei pc r I 'cs,ulle co ltu l'a le pC!' r cquig(,l/.iI,dis. 

A I 1ll0111ent o ue l pl'e lievo, il Vct crin ,1 rio (J rriciale deve accertarsi 
che non , ia no st,ltl cl'kllllati trattal11enti lucali dell'appal'ato genitale 
con di ~ infellanti o chemioantibioti ci. o che , iano trascorsi al men o 
21 gi orni d<J ll'ultimo trattament o. È oceessario suspendere terapie 
CO I1 chelll ioan tibi otici di qualsia si gel1ere per via genera le, almeno 
7 giorni prinw di ini ziare i prelievi genitali p l' C EM. 

2. Ri{'('fcl/ di Tar/orell(/ eq/ligi·l1 i /ali.v 

làr""" ili Coi//.Ir(}. 

È I1cccs,ari" uLilizzare l'n l'esame coltul'ale chocolate agili', 
w , ti tuilo uo un a l ''hl' Ilut ri ti vo con controllo di QlIalitù che ga ranti­
sca la crescita l di T ("/ 1I1j:ell/lalis : C FMO Agar. 

C()l1lposi ~ i()nc : 

Prptonc di soia g 5: 

Idrolisato el1l.1111atico t.Ii cdseina g 15: 

Sodiu cloruro g 5; 

L-cistin a gO); 

Sodio soll'ito g 0,2: 

i\ ga r i\ g 12 

pH 7,] 1: 0,2 a 25 ne: 
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Prepor{{:iol/e. 

Pesa re 17,5 g di base nutritiva e versare in una beuta e ospendere 
in I litro di aC<.jua distillata . 

Risca ld are lino a completo scioglimen to. 

Sterilizzare in aut oclave a 121 "e per 15 min.mi. 

Rarrreddare a 50 ne. 
AggIUngere sterilmente sangue equino pltr ave re una concentra­

zione fina le del S°;',. 

Mesco lare ac<.:uratame nte e ri scalda re il terreno ad 80 °e per IO 
minuti agitando occasionallllente fi no a quando non raggiunge un 
colore bru no ciocco lato. 

Rarfreddare a 50 °e ed aggiungere sterilmente trimeth oprim 
0.001 gl i, elindam ieina 0,005 gl i ed amfotericina B 0,005 glI. 

Distribuire il terre no in pia~ tre sterili . 

Conll'olli di QIIII!iIÙ. 

Controllo positivo: si erfettua ut ili zzando 7ìly/ol'ella equigenitalis 
(ATee 35865) esito: crescita . 

Con trollo negativo: assen za di crescita di microorga nismi su ter­
reno non inoculato. 

Procedura. 

Semi na re il tampone per striseiamento su eE MO agar. 

Incubare la piastra di eEMO agar in termostato a 17 °e eon 
atmo,sfera al 5-10°/" CO2. In alternativa , incubare in giara con appo­
si to COl XC/1craling kil in ana loghe condizioni di percentuale di CO2 
e di temperatura. In tal caso, per verificare le condi7.ioni di microaero­
fil ia, è ncccss,I['io incubare in giara anche L1na pia stra di C EMO con 

'TI controllo positivo. 

Lasciare in incubazione !tlmeno 4~ h prima di proceuere giornal­
mente ad lIna leltura preliminare rll10 al decimo giorno di incuba­
zione in cui si effett ua una lettu ra dclinitiva . 

L ellura. 

Valutare la presen za su eEMO agar di colonie rifcribili a T eqlli­
g{!IIitalis. 

Le co lonie di 'I: equigeni/lIlis si rendono visibili su e EMO agar 
so lo do po 4~ h. sono puntirol'mi, di diametro l'ino a 2-3 mm, lisce 
C(lll margini arrotondati, acquose, opache c di co lore gia llo-grigiastro. 

/' /(' /'11 i/ica=io /1(' . 

Esame mi<' rosmpico. 

T equigelliI!J!i.1 si presenta come un ballerio Gram negativo di 
piccole dimensioni , di rorma baci llare o coccobaeiJlare, spesso pleo­
morfo (talvolt a fino a 6 l ,m di lunghezza) e può esibire co lora zione 
bipolare. 

Tes/ biochimici. 

Sottoporre le co lonie sospette per le suddette caratte ristiche co l­
turali c di crescita ai test di catalasi, ossidasi, fosfatasi. 

Test della catalasi: T equigt/Jiralis è cata lasi po, iti vo. 

Tes t dcll 'ossidasi: T eijuigl'niI!JIi.\ è oss ida si positivo. 

Tes t de ll a rosl'atasi alcalina : T cqu ige/Jilalis è fosi'at as i positi vo. 

7i>.\·1della fos/a rasi lI/cl/lil/.a: 

preleva re 0,5 mi di solu zione tampone Tris (pH 8) con una 
pipetta Pasteur sterile e versare in una provelLa sterile con tappo a 
vi te. Preleva re COIl un'ansa sterile una o più colonie sospette e sospen­
derlc nella so luzione la mpone Tris. Prelevare 0.5 mi di soluzione di 
p-nltroreni lfosra to disodieo I mg/ml con un a pipetta Pasteur sterile e 
versar la nella sos pensione. Incubare a 37 "e per 2 ore. 
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! ,e //llla (' CO /l/ÒIIIU dei risul/o/i. 

La format,ione di colllre giallo indica la positività della prova. 
7. " lj lli;;Clli/IlIiS è rosfatasi flo sit ivo. 

Se il proCill) (condi7ioJ1i di crescita. Inorfologia Illacro<;co pica e 
nli crosw)lica. tcst biochimici) è comralibilc con T cquigm//u!is. è 
ncccss ilrio con rermare l'identifica / ione prcsuntiva attraverso id entiri­
L'a/ion,.· .', il'rol o!! ie<! con an\i w rpi policl onali specifici . 

Il mieroorga l1isnH> isola to sani inviato rn Cllnrertna ~ per un 'ul ­
tcri (He eilra tlcri u a,ionc a l ( 'entro di Rclcren za delle Malattie degli 
Eq llini . 

!'lIcrp/,(-{II: iO/lC dei risui /ll/i . 

l. 'es it o dell'esame colturale deve essere espresso inlermini di prc­
sc nza!a"cn/.a o ppure di ri , ultato ineonelusivo (per rrcsenza di Ilora 
(;olltam in ante a livello ta le da impedirc il rilevamento di T equigen;liI­
l i.\ nel campione csaminatn). In tal caso, è necessa rio effettuare un 
IlUO"O pre lievp. 

AI fini dell'aulorizzazione alla riprodu zione, ogni stallone risul­
Ialo pu , itivo al Cl1ntrollo IIITi cialc pel' CE: M deve essere tr~llato Clln 
ehcmi ":lnt ibiol.i ci per ,ia ,:e ncra lc c con di,inrelt~nti locali e deve 
l'IslIlla''c negati vo ad IIn successivo pre liC\'u cia cffellu<ll'si non prima 
di 21 gi()rn i dall' lIltin l() tr<1t[;llIl<::nto. 
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CAMERA DI COMMERCIO INDUSTRIA 
ARTIGIJ\NATO E AGRICOLTURA DI FIRENZE 

Provvedimenti concernen'i i marchi 
di identific a7.ione dei metalli Ilreziosi 

. .Ai sensi dell 'MI. 29 dci Rego lamentI) reca ute n,o rme per l'appli­
ca/.lone J el decre tu Icgl .',lat lvo 22 magg io 1999, n. 2) 1 :; lIll a diSCip lin a 
dCI ti to li e de i mClrchi di idcntifica 7.ionc dci metalli prel iosi, approvat o 
COli decreto JcI Presidente della Repllbbl ic <! 30 maggio 2002, n. 150, 
si rende notu che le so lto ind ica te dill e asscgnata7ie di marchio di 
identif'ici1l, ione per oggetti in metalli preziosi. non h ~ nno adempiuto 
sino ad uggi all'obbligo (rinn ovo annuale) previsto da ll'art, 7, comilla 2 
dcneto legislillivo n. 251 .' 1999. o 411dnto men o, se bann o cc~sato la loro 
attivitù non hanno restitui to i pun zoni per marchio, (l.S llO telnpo ricevuti 
lla qllt'stu "fTlcio, per la determ inazione di a nnullo con fu forme di pubbli ­
c it~ prc$Cri lle. 

Si rende inoltre noto che, secondo le procedure req,olamentari , 
l'Ufficio attività ispettive ha provveduto. tramite pubblicazio ne nel­
l'Albo pretorio dei comuni ove le imprese hanno la !Seoe legale, alla 
COlllunieaz ione dell'avviso di inizio procedlHa amministrativa per la 
cancellazionE delle stesse dal Registro degli assegnatari. Visto che , 
decorsi i terl11ini di pubbliCJ l.ione del cita to avvisQ, le ditte di cui trat­
la si non hanno rrovvcduto alla ricon:;egna dei pililzoni in loro dota­
z. ione e che ogni ulteriore tentativo di ritiro dei pUl1 w ni per marchio 
di idcntilica7.ione non è andato a buoll linc a causa della irreperibilità 
de gli interessa ti, il dirigente del settore ha disposto, con determina­
I. ione n. 166 dci 14 febbra io 2005, l'anoull o dei seg.uenti marchi di 
idcnti ricazio ne c la cancella /.ione delle relati ve dille dal Registro degli 
assegnatari. 

Punzo ni 
March iO ))cnoJnlna7ìone Sede non restitui ti 

483 PI A P I S,pa . Sesto Fiorentino 5 
509 FI Tacchi Leonardo e S.a .s, Firenze 2 
X7H PI B~ta zz i FranC<.) hrenze 2 

1023 F I Tre Biemme di Ben edetti 
Maurizio Firenze 4 

1112 Ft Mcltssari Rosamaria Vicchio 2 
1264 F I Cc IIi Um berto Pirenze 7 
1347 FI Prog~tto Oro di Prosperi 

V'àtcr io Em poli 2 
1349 FI Dc~i rce Rohrmeier Impruneta 2 
1356 F! Jcms S.n,e. Firenze 4 
1387 FI Rosari Marta Firen ze 4 
1434 FI ;). rgentcrie Albaehi ara S.r.l. Figline Valdarno 2 
1438 F I Argenteria L' Intrecci o Firenze 2 
1439 FI Fallaci Antonfran ccseo Firenze 5 
1470 H Bi ioux Donna di De Patrizio 

Moniea Fi renze 2 
1474 l' I R.G. Argenti di Gabelli 

Renat o Bagno a Ripoli 
1497 Fl Enzo Leone Borgo San 

Lorenzo 2 
1499 FI Zazzeri Marco Firen ze 2 
1543 1"1 Oro7.eo Antonill l'irenze 2 
1554 H L'Angolo di Firente di Hsu 

ChCfl I;ong Firen ze 2 
1624 PI Bolimo",ski Pawe l Firenze 2 

Si dirfidano gli eventuali detentori dei pun7.0ni indicat i come 
<mOIl restituiti», qualunque sia il titolo del lo ro possesso, da ogni loro 
ulteri ore utili uo ingiungendon e la resti tuzione alla .C.I.A.A. di 
Firen7;e. 
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