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SANITA’ ANIMALE: FLUSSI DELL’ACCETTAZIONE
Criticita e proposte a confronto

Accettazione, Gestione e Invio del Campione
destinato al Laboratorio di
Microscopia Elettronica e Virologia Speciale
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Schema di lavoro nella diagnostica virologica

1
4 == Istituto Zooprofilattico Sperimentale g i
~ . ;;j delle Regioni Lazio ¢ Toscana Mate”ale ed anamneS| A

(dati epidemiologici, clinici, patologici)

Senza coltura del virus Con coltura del virus Metodi chimico-fisici
Colture cellulari prova al cloroformio,

Uova embrionate acidi, pH, T °C

Proprieta biologiche
Microscopia Elettronica spettro ospite sensibile
Visualizzazione

morfologica

Metodi sierologici
(antigene conosciuto
anticorpo sconosciuto)

Istologia
Presenza corpi inclusi
Immunofluorescenza

Metodi immunoistochimici

Test

Sierologia Neutralizzazione
(antigene sconosciuto Emoagglutinazione
anticorpo conosciuto) Fissazione del complemento
Precipitazione
Immunofluorescenza
Radioimmunoassay

Biologia Molecolare
PCR

Western Blotting ELISA

Ibridazione in situ
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v'Attivita principali

Istituto Zooprofilattico Sperimentale m
delle Regioni Lazio e Toscana ;
Virologia speciale Ll

 Isolamento Virus animali
(Mammiferi, Rettili, Pesci,
Insetti)

SU
Colture Cellulari

N (staminali, primarie e
e NN continue)
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Regioni Lazio ¢ Toscana

Materiale patologico:

Tamponi diagnostici: in 2 mL di EMEM
+ 2%SFB + 5% antibiotici-antimicotici)

Organi: t.q. o in EMEM+2%SFB+5%PSF

Secreti ed escreti: t.q.

Temperatura di conservazione:

- entro le 24 ore: +4°C
- oltre le 24 ore, a < -20°C

Contenitori per l’invio:
- a chiusura ermetica
- tipo provette Falcon

- in quantita sufficiente (> 1
cm3; 3 mL; 15 mL)




Flusso Campione x TC ﬂ;ﬂ)

/ ‘ \
Cane ——, | Encefalo j‘> Coltura —_
\‘ cellulare
\

¢ \

Es. Istologico
Es. Batteriologico
PCR




Attivita principali

Virologia speciale

elsolamento EAV in Liquidi Seminali

equidi sieropositivi (Piano Nazionale di
Controllo; CeRME)

Cavalli Sieropositivi

v Liquido Seminale con fase spermatica
(almeno 15 mL)

v Consegna +4°C entro le 24 h, altrimenti
congelato a -20°C

v 3 prelievi ogni 15 giorni

v Colture cellulari e real time PCR

v soggetto eliminatore: esclusione monta




Piano Nazionale di Controllo

Arterite Virale Equina
CeRME

v'OIE Manual of Diagnostic Tests and

Vaccines for Terrestrial Animals 2013, cap =

2.5.10 (sito web http://www.oie.int/en/international- e ma
standard-setting/terrestrial-manual/access-online/) it
v O.M. 13 gennaio 1994 Piano nazionale di E e
controllo dell'arterite virale equina e e
successive modifiche -

v PG ACC 003 - modulo 2
v PG VIR 002
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- Flusso Lig. Seminale x
@5 i Regon Lk Tt isolamento EAV
Y SIIL,

Stallone \
x Colture
| ‘ Lap. | ——| cellulari

L1q.
Seminale ME-VS \
¢ (DMV)

o Modulo SIEV
) TNt NI N fea e

L R
Arterivirus




Attivita principali

Istituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Regioni Lazio e Toscana

Philips EM 208 Cowpoxvirs

Visualizzazione diretta ed identificazione,
su base morfologica o mediante IEM, di
virus presenti:

Microscopia elettronica

- in campioni clinici (lesioni cutanee e
mucose, tamponi, feci, essudati, api in
toto)

- in sospensioni virali (ceppo virale isolato
in coltura cellulare, uovo embrionato)




Materiale patologico ‘L

Istituto Zooprofilattico Sperimentale 2 = .
delle Regioni Lazio e Toscana 2 “ = '

 Lesioni cutanee e mucose

 Tamponi diagnostici:
congiuntivale, nasale, oro-faringeo,
ecc.

 Contenuto intestinale o feci

v in 2 mL Acqua grado
reagente o laboratorio

v a+4°C 0 a-20°C
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Microscopia elettronica:
metodo “catch all - open view”

v' Diagnosi rapida di virus nuovi o
emergenti

v" Diagnosi differenziale delle malattie
vescicolari dei ruminanti (poxvirus, FMD,
Bluetongue, Mammillite erpetica)

v Diagnosi rapida in caso di infezioni da
virus difficilmente o affatto coltivabili
(api, pesci)




Microscopia elettronica:
e Zoopofluicosreimensle metodo “catch all - open view”

1t .
S E Entero+Circo+
Torovirus

v" Possibilita di evidenziare piu virus
diversi in infezioni associate (virus
enterici)

v’ Evidenziazione di virus in campioni
relativamente “sporchi” e/o poco
concentrati

=

, _,-_-._' i.L 6 :
_. 'ﬁ?“ﬁ-:( Ve



Flusso Campione -

i 1 Istituto Zooprofilattico Sperimentale - '."
delle Regioni Lazio ¢ Toscana M E i
X WY 5

\\‘ | ntestino

L Es. Istologico
Es. Batteriologico
ELISA
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Attivita principali

% Lst;'ln.uﬁ:ruzilmgliuﬁflmif%Spedmema]e . D]a.gnQSl ) .
T Malattie Virali dei pesci

o Inoculo di linee cellulari di pesce a differenti
temperature di incubazione:

e Virus Salmonidi: 15°C

e Virus Ciprinidi, Anguille, Cefalopodi e pesci di
mare: 22°-25°C

«Omogenato di Encefalo, Milza, Rene, Fegato o
Cuore

o Osservazione al TEM

* omogenato di branchie, lesioni cutanee,
contenuto intestinale




Piano di Monitoraggio Nazionale ..
IHN e VHS

i
-

v Manual of Diagnostic Tests for
Aquatic Animals OIE 2013, parte 2,
sezione 2.3.4 (IHN) e 2.3.9 (VHS),

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

v D.Lgs. 148/2008 (polizia sanitaria

acquacoltura, prevenzione malattie € misure di
lottq)

v Decisione 2001/183/CE (piani di
campionamento e metodi diagnostici)

v PG VIR 002

v POS VIR 013 NOR

Salmonidi

v anagrafe acquacolture

Organi

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

v in EMEM + 2%SFB + 5%PSF o PBS antibiotato
v a+4°Coa<20°C

¥ prelievo pesci in regime di autocontrollo

v prelievo ufficiale ASL

v riconoscimento o mantenimento Azienda indenne
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delle Regioni Lazio ¢ Toscana

@5 .. Flusso Matrici Pesci

STIL
Birnavirus Trota
&
4 ®
/ 1 O & 5
|
ME \ ||
/ Colture
Mat. 4 cellulari
Patologico | Lab. T |
ME-VS [
|
|
| | PCR
! ELISA (MIC)
Scheda D.Lgs 148/08 PCR
o verbale ASL
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@5 o Zopoic Sy vMATRICE e H
h DIAGNOSTICA VIROLOGICA Eﬁ

Efficacia diagnostica
- la qualita di una diagnosi dipende anche dalla
corretta selezione del materiale biologico

Encefalo e Intestino x Cimurra
Encefalo e Fegato x Rabbia
Polmone e Fegato x MEV

» Appropriatezza della '
matrice

X es. sangue con EDTA

* Idoneita del campione =)
e non intero; T°C cons.

.
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nformazioni necessarie ai
fini di una corretta diagnosi

UFFICIO DI ST AFF ACCETTAZIONE, REFERTAZIONE E SPORTELLO DELL'UTENTE  pag 54i 12
PG ACC003 rev. 9del 2071012013
ACCETTAZIONE DEI CAMPIONI PERLA SANITA ANIMALE

[]
7.2 Vertfloa del campion ¢ del documento di acco mpagnamento
Al momenm dell' arrivo del campine deve ecwere farta la verifica delle stesso e del relarivo documenn di
accompagnameno
L4 L4 L4 L4 Sulla base delle ind icazbni riportate @il document di accompagnamen, defle ndiazioni del resonsabile
dell' Accertazions/Sez bne o di quanto riportaw nell' alkgato 1 della prosents procedura, i personals addeto
all' accettazione ndivilua @ali fra le prove richieste debbano esssre efthate a pagamento, Qualora il
perconale addeto all’ arcettazione non cia in grado di stabilite quanw deto, consulta il dirigente per la
relativa dec isbre,

7.2.1. Verifiea del documento di accompagramento
Ildocumento di accompagnamento deve riportare:
- nome ed indirizzo del rchisdente e/o Ente di appartenenza;

- nomeed indirizao del proprictarb;
- ubicazpne dell*allevamento (s diversadall'abitazbne del proprietario);
- descrizione del materiale nviato;

- mumero dei campion;

° N\
- codie magrafico o dari segnaletici dei capi nviatic iopostia prelibve;
-anamnesie trattamenti effettuati:
, , , - datadel prelievo;

-prove richieste.
T campioni che pervengono per prelisvi sfftnuati in ottemporanza a pimi di eradicazions, sorveglionza,
risanamente o monitoragei, dobbono eewre inviati da Vetorinari Ufficiali o consegnati dal personale del

Servizio Sanitard Nazionale o in alremariva b confzioni sigilar a cura dello sweseo; i relativo documento
di accompagnamento deve essre quello previsto dalla normativa vigente ed essere confbmermente

S‘ E S SO compitaro. Nell'ambiio delie malattt sordpost a plani uffeiali sono accettati campbni escguitl da
Verorinar liberipro i aseguio di sospeto clinico

Nel cae in cui il campione pervenga semza doctmento di accompagmamento, o con documento

incomplem, il persanale informa il dirjgente che deciderd & resphgere il campivne o accertarko con riservac

procedere comunaue alle prove in ateca del documenn. Nel cam di carcasce provenienti da allevamenti di

animali di bassa corte a carartere familiare, 4 campione pud essere accettam anche enza documenn di

accompegnament dopo aver raccol i dati anamnssici In questo cawo i Dirigents di umo del 1aborarorio

i pressm I'Accettazions della/Sezine, o alto persondle ndiriduam, maccoglis

dal utte le i aproposit del documento di accompagnamento

& qualsiasi altra informazione ritenga utile a fini dizgnostici, Le informazioni yengono riportate su un

foglio che, dopo easere stato datato e fomato, sostituira il documento di accompagnamento in
tutto L'iter del campione,

Informazioni specifiche
sul caso
segni clinici e quadri lesivi
osservati sugli animali
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INDICAZIONI PER IL PRELIEVO ED IL CONFERIVIENTO DEI CAMPIONT

SANITA ANIMALE

[ [
1 camapion binlogici per esecuzione di esatd per b savits anitaale devons essere conseguati presso i locali dellaceettazione I o ‘ d ] 0 n S e rvaz] 0 n e [ )
CAMPIONI DI S4NGUE [ )
L 1

Per esandvitobogict: sangue con (EDTA), consegra entro 24 ore tefiigerato

— v a +4°C x >24h

Per esarmi virologies in eontexitori sterii & tenuta enmetica - consegna entro 24 ore refigerati, altrimenti congelati,

B ettt et e v congelare trote (Piano Monitoraggio)

congelati,
L 1

TAMPONI E LAVAGGI PREPUZIALL

Per esami vizologici: in terrenn-di trasporto per coltws cellulari MEM (Minimal Esgential Medium) o in soluzions fisiolngica
€2 ml) o in soluzions tampone FBS (Fhosphate, Buffer Saling) (2 ml, in conterator sterili & tenuta ermstica — consegna.
entro 24 ore se reftigerati, altrimenti congelaze

o Terreno di Trasporto:

Pex esami virolagici: in contenitori sterili a fenata exmuetica conse gna eutro 24 are reftigerati, altrimenti congelat,

LIQUIDO SEMINALE EQUINO

Per esared virologici: in contenitort steril a feruta enmetica 1 quantith mirirea di 20 1l comsegua entro 24 ore reftigerato altrimenti [ ]
congelato
L 1

API

L 1

R o EM EM + DMS O X I C
= ik 1
- Virosi PCR: altuena 10 api prslevate dall’interno dellalveate, dai telaini dicavate;

= ik 1

Registrazione nel SIL:
* Polmone + Trachea;
 ME goccia x Tampone; TC x Intestino

L1



Prove gestite (SIL)

; [ [stituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Regioni Lazio ¢ Toscana

Microscopia Elettronica

Colture Cellulari
[ PRovA

- gOCCia ADENOVIRUS (Cane, bovino, cavallo)
. . HERPESVIRUS (cane, gatto, bufalo, ovino)
- ultracentrifugazione P,

EQUINE HERPES VIRUS 4 (EHV-4)
RINOPNEUMONITE
ANEMIA INFETTIVA EQUINA

PARTICELLE VIRALI (goccia) Poxvirus da Lesioni Cutanee RINOTRACHEITE INFETTIVA DEL BOVINO (IBR)
PARTICELLE VIRALI Virus da Tamponi, Contenuto PARAINFLUENZA 3 (PI3)
(ultracentrifugazione) intestinale, essudato VIRUS RESP.SINCIZIALE BOVINO

BVD

BORDER DISEASE

MORBO D'AUJESZKY (Spp)
ENCEFALOMIOCARDITE (EMCV)
PESTE SUINA CLASSICA

Immunoelettromicroscopia v

CORONAVIRUS
— e — CIvURRO
MORBILLIVIRUS Cetacei
ADENOVIRUS
CORONAVIRUS VIRUS NECROSI EMATOPOIETICA INFETTIVA (IHN)
ENCEFALOMIOCARDITE (EMCV) VIRUS SETTICEMIA EMORRAGICA VIRALE (VHS)
MORBILLIVIRUS NECROSI PANCREATICA INFETTIVA (IPN)
PARVOVIRUS VIREMIA PRIMAVERILE CARPA (SVC)
ROTAVIRUS HERPESVIRUS DELLA CARPA KOI (KHV)
INFEZIONE DA IRIDOVIRUS

BETANODAVIRUS
AGENTI VIRALI (x es. SBV, Virus Anguille)

4

e N £

o) VNN
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B v'Collaborazione con
Istituto Zooprofilattico Sperimentale N o
@5 delle Regions Lazio ¢ Toscans Lab. Ingegneria genetica e
Diagnosi biomolecolare

Analisi e diagnosi biomolecolare

v PCR 7 virus delle api

v PCR Betanodavirus

v PCR Virus Salmonidi (VHSv, IHNv)

v' PCR Virus Ciprinidi (KHV, CyHV, SVCyv)

v PCR Virus delle Anguille (EVEX e AngHV-1)
v PCR Morbillivirus Cetacei

v Consensus PCR Herpesvirus Mammiferi e Rettili
+ Sequenziamento

v PCR Parvovirus + Pirosequenziamento

1

9 V8 amaNan T WA



Approccio Combinato
degli strumenti diagnostici

Contenuto intestinale

Pl |
L

e Kit ELISA specifico X Cetacei (Encefalo, polmone, ml?lza)
Corona-Rotavirus-K99 e PCR herpesvirus;

« PCR Parvovirus cane e Morbillivirus (2 protocolli)
gatto e TC

Rettili (Encefalo, polmone, fegato
milza,rene)

e PCR herpesvirus

e ME ultracentrifuga:
metodo “catch all” -
“open view”

e TC - ME (tamponi, contenuto
intestinale)

!! : FLUSSI DELE .%).,
. ti?'@:opost aco e
1



Approccio Combinato
degli strumenti diagnostici (2)

P

- it

Virosi Api

 PCR 7 virus principali
(ABPV, BQCV, CBPV,
DWYV, IAPV, KBV, SBV)

EAV - Liquido Seminale
« TC (metodo ufficiale)

e PCR real time

—

e ME ultracentrifuga:
metodo “catch all -
open view” (Virus
Filamentoso, Iridovirus,
CWV)

Pesci
e TC
e PCR real time

Liesr
..5-‘1.;5
G|




Istituto Zooprofilattico Sperimentale

delle Regioni Lazio e Toscana
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4 ratoric 1croscopia elettronic rolo speclale (pres azZl )
4 neole attivita - materiale patolo 0+ Nno tiva
4 tricile ad stica virologica: regole' e criticit




v'Progetto di Ricerca Corrente MS 2013

. \ -y “Infezione da
. A Cowpoxvirus negli
animali: studi sulla
presenza e diffusione del ’
virus in ltalia Centrale”

o Cowpoxvirus: Orthopoxvirus patogeno per bovino, gatto, uomo,
primati, felidi selvatici, elefante, lama, roditori

«Animali campionati nel progetto: gatti di colonia e

Lesioni Lama  PAdronali; a.nimgli eSOti.Ci. (Bioparco, Centri di Ricovero e

(talia, 2009)  Recupero), animali selvatici, sinantropi e alloctoni
con lesioni sospette; Uomo.

eTipologia campioni: lesioni cutanee e mucose,
tamponi; siero; organi interni

e Esami di laboratorio: ME, Colture cellulari; esame
istologico; SN; PCR Real Time e Sequenziamento
eDistribuzione di Questionario e Brochure

«Organizzazione di un Workshop divulgativo ad ottobre 2014




Istituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Regioni Lazio e Toscana

Cowpoxvirus
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut,
Berlin)

Lesioni cutanee nel ratto
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)

Lesione mano uomo

© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)

Lesioni Mangusta (Germania, 2009)
© Andreas Nitsche (Robert Koch-Institut, Berlin)
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Istituto Zooprofilattico Sperimentale
delle Regioni Lazio e Toscana

Grazie per |’attenzione!

...e se avete dubbi o quesiti:

Laboratorio
Microscopia elettronica
e Virologia speciale

/"h



