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AGENTE EZIOLOGICO

Classificazione ICTV

ORDINE: Nidovirales

FAMIGLIA: Arteriviridae

GENERE: Arterivirus

Piano Nazionale di Controllo per l’Arterite 

Virale Equina

Arteriviridae è una famiglia di virus dell'ordine Nidovirales, con genoma a 

ssRNA (+), di forma pleomorfa e 45-60 nm di grandezza, nucleocapside a 

simmetria icosaedrica avvolto da una membrana lipoproteica con peplomeri

Arterivirus

Roma, 11 Dicembre 2018Piano nazionale di controllo per l’AVE degli equini. 

Monitoraggio malattie notificabili dei pesci: virus IHN e VHS



La malattia è caratterizzata da una vasculite generalizzata che interessa

soprattutto le piccole arteriole muscolari e delle venule dei diversi organi, in

particolare dei polmoni.

AVE: Malattia

- Nel puledro si può avere morte da polmonite interstiziale  

- La cavalla gravida può abortire (50%) tra 2 e 10 mesi di gravidanza, senza presentare 

sintomi premonitori.
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• Nelle cavalle guarite non si osservano problemi di ipofertilità.

• Negli stalloni ci può essere un periodo (3 - 4 mesi) di ipofertilità, 

dovuta a ridotta produzione di spermi normali a causa 

dell’ipertermia scrotale.

• Negli stalloni portatori comunque non si osservano effetti sulla 

qualità del seme a lungo termine. 

AVE: Esiti
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Piano Nazionale di Controllo

Arterite Virale Equina
CeRME

� OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2013, cap 2.5.10 (sito web 

http://www.oie.int/en/international-standard-setting/terrestrial-manual/access-online/)

� O.M. 13 gennaio 1994 Piano nazionale di controllo dell’arterite virale equina e successive 

modifiche

� PG ACC 003 - modulo 2

� PG VIR 002

� POS VIR 027 NOR

Roma, 11 Dicembre 2018Piano nazionale di controllo per l’AVE degli equini. 

Monitoraggio malattie notificabili dei pesci: virus IHN e VHS



O.M. 13 gennaio 1994 stabilisce i criteri e modalità di svolgimento Piano 

nazionale di controllo dell’arterite virale equina e successive modifiche
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OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals 2013, cap 2.5.10

Decisione UE 2018/1143

recepita dal MS con Nota del MS 27414 del 02.11.18, a sua volta recepita dalla regione Lazio con 
Notifica 8674/2018
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POS VIR 027 NOR

Principali tecniche di laboratorio per l’evidenziazione del virus 

dell’Arterite Virale Equina in liquidi seminali di stalloni equini

POS DMV 011 NOR
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Flusso Liq. Seminale x isolamento EAV

Lab. 

ME-VS

Stallone

qReal Time PCR 

(DMV)

Scheda O.M. 1994 o 

Modulo SIEV

Liq. 

Seminale

Colture 

cellulari
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Virologia speciale

•Isolamento EAV in Liquidi Seminali 

equidi sieropositivi (Piano Nazionale di 

Controllo; CeRME) 

PRELIEVO

Cavalli Sieropositivi

� Liquido Seminale con fase spermatica (almeno 15 mL)

� Consegna +4°C entro le 24 h, altrimenti congelato a –20°C

� 3 prelievi ogni 15 giorni

�real time PCR (Colture cellulari)

� soggetto eliminatore: esclusione monta

Stalloni riproduttori
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Modulo SIEV x prelievoLiquido seminale

Virologia speciale

Invio Campioni
Modulo OM 1994
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Valutazione presenza Spermatozoi  

Osservazione al Microscopio Ottico (20x): 
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Video Spermatozoi
rVideo Spermatozoi..
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Terreno di crescita E-MEM al 10% di SFB 

Terreno di mantenimento per colture cellulari E-MEM al 2% di 

SFB e 2% della soluzione di PSF; conservato a (4 ± 2) °C

PBS per colture cellulari

Terreno di mantenimento con CMC per colture cellulari: E-MEM 

al 2% di SFB, 0,75% di CMC e 2% della soluzione di PSF; 

conservato a (4 ± 2) °C

SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI
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- Contenimento infezione virale (infezione x contiguità = effetto a placche)

- Aumento della sensibilità delle cellule all’adsorbimento virale

Carbossimetilcellulosa: polimero derivato della cellulosa, avente aspetto 

di polvere fibrosa o granulare, di colore bianco crema; solubile in acqua.

REAGENTI, SUBSTRATI, TERRENI
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Colture Cellulari: Rabbit Kidney 13: linea cellulare di rene di coniglio. 

Linea ATCC CCL 37 meglio se clone Ky, fornito dal Gluck Equine 

Research Center, Università del Kentucky (OIE Reference Laboratory)

EAV: Sospensione virale preparata con lo stipite di referenza ceppo 

Bucyrus del virus AVE

SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI

RK13 10X
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Disintegratore ad ultrasuoni per disgregare

gli ammassi di spermatozoi e lisarli

Sonicazione e centrifugazione

Centrifuga da banco per chiarificazione

del Campione
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Foglio di lavoro POS VIR 027 NOR 
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I.Z.S.L.T. “M.Aleandri” 
Ufficio di Staff Biotecnologie 

 

ISOLAMENTO DEL VIRUS DELL’AVE 
DA LIQUIDO SEMINALE MEDIANTE INOCULAZIONE DI COLTUR E CELLULARI 

Informazioni sull'Inoculo Campione 
 
Numero registrazione campione: …………………………… 
 
 
 1° passaggio 2° passaggio 
 Data: …./…./….. Data: …./…./….. 
RK13  N. pass. 

del 
N. pass. 
del 

Terreno di Mantenimento per 
Colture Cellulari con CMC 

Lotto n. Lotto n. 

Terreno di Mantenimento per 
Colture Cellulari              

Prep. il Prep. il 

Soluzione 0,1% Cristalvioletto 
in formalina 

Lotto n. Lotto n. 

 
 
Note: …………………………….……………………………………………………………… 
…………………………………………………………………………………………………... 
…………………………………………………………………………………………………... 
Ceppo virale di Riferimento …………………………………………… mr VIR ……………… 
 
 
STEP principali della Procedura, 1° passaggio 
 
a. Contatto diluizioni campione per 2 ore in frigorifero a (4 ± 2) °C: 
 
Inizio contatto ore:  ..…………………. 
Fine contatto ore:  ……….………….. 
 
 
b. Contatto campione-coltura cellulare per 60 min. in termostato a (37 ± 1) °C al 5% di CO2: 
 
Inizio contatto ore:  ……………………. 
Controllo monostrato …....…………….…... minuti:  ………………………………………… 
Fine contatto ore:  ……….….………... 
 
 
STEP principali della Procedura, 2° passaggio  
 
Inizio contatto ore:  ..…………………. 
Fine contatto ore:  ……….………….. 
 

I.Z.S.L.T. “M.Aleandri” 
Ufficio di Staff Biotecnologie 

Isolamento del virus dell'AVE – Schema di inoculo Ctrl positivo e negativo in fiasca 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

  Verificatore 
 

 

          

 
 Data Firma 
 
...°p ………….          
………… 
 
24 h ………….          
……….. 
2 gg ………….          
……….. 
3 gg ………….          
……….. 
4 gg ………….          
……….. 

 Ctrl positivo:     EAV (diluizione - …) 

 
 Data Firma 
 
../.. °p .……….         
……….. 
 
24 h ………….          
……….. 
2 gg ………….          
……….. 
3 gg ………….          
……….. 
4 gg ………….          
……….. 

 Ctrl negativo 



ISOLAMENTO su COLTURA CELLULARE 

- diluizioni in base 10 del campione (-1,-2,-3) in terreno di mantenimento

- contatto per 2 h a +4°C

- Asportazione del terreno di crescita

- lavaggio con PBS il monostrato cellulare

- Inoculo 2 fiasche (25 cm2) per ognuna delle 3 diluizioni campione + 2 fiasche per 

controlli (+ e -)

- contatto per 1 ora in incubatore a +37°C e 5% CO2 

- controllo ogni 10 minuti al microscopio ottico la comparsa di effetto citotossico

- portare a volume le fiasche con terreno di mantenimento con CMC per colture cellulari

- osservazione al Microscopio ottico per 7 gg di eventuale effetto citopatico.

Semina per Contatto

Preparazione Campione
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Si osservano foci di cellule modificate per volume e forma (rimpicciolite, raggrinzite e 

rifrangenti) che si estendono più o meno lentamente a tutto il tappeto provocandone il distacco
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EFFETTO CITOTOSSICO: Cambiamento della morfologia cellulare non indotto dalla replicazione 

virale

EFFETTO CITOPATICO: Alterazioni morfologiche del monostrato cellulare osservabili al 

microscopio ottico rovesciato, conseguenti all’azione del virus sulla 

struttura e sul metabolismo cellulare.



Se ECP identificazione mediante 

PCR real time

Se NON ECP 2° passaggio e risultato
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Piani di Controllo e Sorveglianza malattie notificabili 

dei pesci: virus IHN, VHS e KHV

Classificazione ICTV

ORDINE: Mononegavirales

FAMIGLIA: Rhabdoviridae

GENERE: Novirhabdovirus

Classificazione ICTV

ORDINE: Herpesvirales

FAMIGLIA: Alloherpesviridae

GENERE: Herpesvirus
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«necrosi ematopoietica infettiva» («IHN»): malattia 

causata dal virus della necrosi ematopoietica infettiva 

(IHNV), appartenente al genere Novirhabdovirus, 

famiglia Rhabdoviridae; 

«setticemia emorragica virale» («VHS»): malattia causata 

dal virus della setticemia emorragica virale (VHSV), noto 

anche come virus Egtved, appartenente al genere 

Novirhabdovirus, famiglia Rhabdoviridae; 

«herpesvirus della carpa koi» («KHVD»): malattia causata 

dall'herpesvirus della carpa koi (KHV), appartenente alla 

famiglia Alloherpesviridae. 

Specie: Herpesvirus dei ciprinidi 3 (CyHV-3); 

Malattie oggetto di notifica
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Piano di Monitoraggio virus IHN e VHS nei Salmonidi

� Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals OIE 2012, parte 2, sezione 2.3.4 (IHN) e 2.3.9 (VHS), 

http://www.oie.int/international-standard-setting/aquatic-manual/access-online/

� D.Lgs. 148/2008 (polizia sanitaria acquacoltura, prevenzione malattie e misure di lotta)

� Decisione 2015/1554 UE (piani di campionamento e metodi diagnostici)

Piani di Controllo e Sorveglianza Nazionale malattie notificabili dei pesci: 

virus IHN, VHS e KHV
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IHN e VHS: in applicazione secondo Manuale OIE Acquatic Animals 2012:

parte 2, sezione 2.3.4 (IHN), 2.3.7 (KHV) e 2.3.10 (VHS)
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Salmonidi

� anagrafe acquacolture

� autorizzazione e analisi del livello di rischio aziendale  (ASL)

� prelievo pesci in regime di autocontrollo

� prelievo ufficiale ASL

� riconoscimento o mantenimento Azienda indenne

D.Lgs. 148/2008 (polizia sanitaria acquacoltura, prevenzione malattie e misure di lotta)
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DECISIONE DI ESECUZIONE (UE) 2015/1554 DELLA COMMISSIONE dell'11 

settembre 2015 recante modalità di applicazione della direttiva 2006/88/CE per 

quanto riguarda le prescrizioni in materia di sorveglianza e di metodi diagnostici 

Inoltre Stabilisce norme riguardanti:

- la sorveglianza, le zone cuscinetto,  i metodi di campionamento e 

diagnostici che devono essere usati dagli Stati membri

-le misure minime di lotta da applicare  in caso di presenza sospetta o confermata di 

malattia 
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PCR real time IHNv e VHSv -> metodo ufficiale



Tecniche di laboratorio in applicazione del D.Lgs. 148/2008 secondo 
Dec UE 1554/2015

POS VIR 013 NOR POS VIR 001 NOR
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Diagnosi di Laboratorio

La ricerca di VHSv e IHNv deve essere eseguita mediante isolamento ed 

identificazione dell’agente causale secondo la metodologia descritta nella       

Dec. 1554/2015 UE

Roma, 11 Dicembre 2018Piano nazionale di controllo per l’AVE degli equini. 

Monitoraggio malattie notificabili dei pesci: virus IHN e VHS

Ottobre – Giugno (temperatura acqua < 14°C)



Flusso Matrici Pesci x Diagnosi IHNv e VHSv

Lab. 

ME-VS

Pesce

Colture cellulari

ELISA (MIC)

Scheda D.Lgs 

148/2008

Materiale 

Patologico

PCR real time

Centro Referenza 
IZSVenezie
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Allestimento dei Campioni

Modulo 
prelievo
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FLUSSO DI LAVORO PER SALMONIDI 
Trota iridea, fario, macrostigma

Con la Decisione UE 1554 del 2015 in vigore dal 01/04/2016:

a) applicazione dei protocolli di RT-Real Time a pool di organi di massimo 5

soggetti a pool

b) Se PCR positiva, isolamento del virus su due linee cellulari (BF-2, EPC)

MONITORAGGIO SECONDO D. Lgs. 148/2008 

(gennaio-giugno; ottobre-dicembre)

Specie Patologia/PCR
CC 

(se PCR dubbio o 
pos)

Note

Trota iridea, 
fario, 

macrostigma

IHNv
BF-2
EPC

Malattia notificabile

VHSv Malattia notificabile
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SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI

IHN: Sospensione virale preparata con lo stipite di referenza ceppo 217/A

VHS: Sospensione virale preparata con lo stipite di referenza ceppo F1

• Colture cellulari: 2 linee continue di pesce (BF-2 e EPC)

Linea continua BF-2 Linea continua EPC
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OMOGENIZZAZIONE CAMPIONI
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REAGENTI, TERRENI, SUBSTRATI

Terreno di crescita: E-MEM Sigma al 10% di SFB, 1% Glutamina, 

Tris-HCl 1N

Terreno per omogenati: E-MEM 5% PSF 
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Modulo x Isolamento Virus POS VIR 013 NOR
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POS VIR 013 NOR/1 rev. 9         pag …...  / ……. 
I.Z.S.L.T. “M.Aleandri” 

Ufficio di Staff Biotecnologie 
 

ISOLAMENTO DI “VIRUS IHN E VHS”  
 MEDIANTE INOCULAZIONE DI COLTURE CELLULARI 

Elenco Campioni 
 
Data..……………..      Operatore: …………………………………………………………… 
 
Campioni:  
  

N. 
Registrazione 

Matrice 
Estratto 

(E) 
Pass. su TC 

Congelatore 
VIR/Cassetto  

Frigorifero 
VIR/Ripiano  

Incubatore 
VIR 

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
 

      

 
Colture Cellulari:  ……...………………………….   Contenitore ………………………..… 
Terreno per Estratti  Data prep.: …………… 
Terreno di Crescita per Colture Cellulari con Tris-HCl Data prep.: .…………... 
Ceppo virale di Riferimento …IHNv - mr VIR …….……/ …VHSv - mr VIR …………….. 
 
 
Note: …………………………….……………………………………………………………… 
 
 
Inoculo dopo …… ore dalla preparazione delle TC 

POS VIR 013 NOR/1b rev. 9      pag …...  / ……. 
I.Z.S.L.T. “M.Aleandri” 

Ufficio di Staff Biotecnologie 
 

ISOLAMENTO DI “VIRUS IHN E VHS” - Schema di inoculo Campioni e Ctrl 
 
Coltura Cellulare ……………………………. Pass. N. ………… del …………………… 
 
 
 

….) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
CongCong 
 
 
 
 
 
 
 
Coltura Cellulare …BF-2…/…EPC…. Pass. N. ……/…… del ………… 
 
 

….) 
 
 
BF-2 EPC       
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 Firma Verificatore 
 

……………………….. 
 

 Data Firma 
 
…°p …………. ……….. 
 
24 h …………. ……….. 
2 gg …………. ……….. 
3 gg …………. ……….. 
4 gg …………. ……….. 
5 gg …………. ……….. 
... gg  ………… ……….. 
 
Pass/Cong   …………….. 
 
Risultato …………      ……..... 

N. registrazione: ……………….. 

N. registrazione: Virus IHN …………………. / Virus VHS …………………… 

 Data Firma 
 
…°p …………. ……….. 
 
24 h …………. ……….. 
2 gg …………. ……….. 
3 gg …………. ……….. 
4 gg …………. ……….. 
5 gg …………. ……….. 
… gg …………. ……….. 
 
Pass/Cong   …………….. 
 
Risultato ….…/…..…     ……. 

Ctrl 

 
t.q. 
 
 
 
 
 
1:10 

t.q. 
 
 
 
 
 
1:10 

Ctrl (-) Ctrl (-) 

IHNv VHSv VHSv IHNv 



INOCULO CAMPIONI

Inoculo t.q. e 1:10 in Space 24 pz
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INCUBAZIONE CAMPIONI

Incubazione a 15°C x 7 gg; 2 passaggi
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Virus VHS: ECP su 

BF2 (20x)
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EFFETTO CITOPATICO su EPC



Virus IHN: ECP su 

BF2 (10x)
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EFFETTO CITOPATICO su BF-2



Se ECP -> identificazione mediante PCR real time e invio del ceppo 
isolato al Centro di Referenza Nazionale per l’Ittiopatologia
(IZSVenezie)   

Se NON ECP -> 2° passaggio e referto
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CIRCUITI INTERLABORATORIO

EAV -> CeRME o ANSES (circa ogni due anni)
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IHN e VHS -> AQUA IV (ogni anno in tardo autunno)



Giampiero Dante
giampiero.dante@izslt.it
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