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Attivita: Diagnostica generale, Diagnostica agenti
zoonosici speciali , CRAB, Specifici Piani di
Monitoraggio-Sorveglianza...
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Attivita tecnico scientifica di supporto e ricerca

v Consulenze e pareri tecnici a diversi enti.

v Consulenza specialistica attraverso sopralluoghi
sul campo.

v’ Partecipazione a ricerche con partner scientifici
italiani ed internazionali.

v’ Attivita di formazione.




Attivita diagnostica:

v Molteplice e differenziata
v" Circa 90 Prove di laboratorio
v’ Gestite secondo il Sistema Qualita

v Automazione

primo livello: csami effettuati in prima istanza, in genere esaustivi rispetto al
quesito diagnostico spesso corrispondono ad esami di non elevata complessita

secondo livello: esami che vengono eseguiti per confermare i precedenti o a
seguito della necessita di approfondimenti diagnostici



CAMPIONAMENTO

Il campionamento puo essere effettuato da:
- singoli animali

- popolazioni animali

- ambiente

Importante la raccolta dellANAMNESI COMPLETA
PRESSO ACCETTAZIONE SEDE E SEZIONI!

Anamnesi: individuale, collettiva, recente, remota, gestione,
alimentazione etc., inclusi trattamenti farmacologici, es.
ANTIBIOTICI...
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REQUISITI DI IDONEITA’ DI UN CAMPIONE
BIOLOGICO

v' Prelevato e conservato adeguatamente.

v’ Recapitato in tempi brevi e in quantita sufficiente a
garantire I'esecuzione delle prove richieste.

v Ben identificato e accompagnato da un puntuale verbale di
prelievo.

v' Opportunamente confezionato e trasportato.
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Idonee condizioni di biosicurezza
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REQUISITI DI IDONEITA’ DI UN CAMPIONE

BIOLOGICO
PORRE PARTICOLARE ATTENZIONE A:

» Malattie denunciabili e comungque a patologie con risvolti di sanita pubblica.

> Malattie diffusive “sensibili” che coinvolgano in particolare animali di

allevamento.

> Malattie che prevedono abbattimento  del capo e/o dell'intero effettivo

presente in allevamento.

»>Malattie con POTENZIALE ZOONQOSICO!

TBC, Brucellosi, Carbonchio



Biosicurezza ‘@

Se si sospetta/vuole escludere agente
zoonosicodi Classe di Biosicurezza
3, enunciare chiaramente Il
sospetto a tuttl (per non iniziare
altre prove prima di negativita
dellagente da escludere.)
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DOCUMENTO DI ACCOMPAGNAMENTO

P
Verbale di prelievo r

Documenti allegati a: Gazzetta ufficiale,
Normativa, Piani Nazionali e Regionali (no
modulistica contraffatta, riprodotta o
personalizzata).

Modulo d'accompagnamento campioni
dell'IZSLT (del sistema qualita)- PG ACC 003

Modello SIEV

Altro documento, purché siano riportate
chiaramente tutte le informazioni necessarie.




L'importanza delle informazioni “a corredo dei

campioni inviati” ———
-

« Larichiesta del Veterinario aziendale/ASL e
I'integrazione anamnestica raccolta in
Accettazione debbono seguire i campioni inviati
ad altre Strutture (es. campioni inviati alla Sede
Centrale), per favorire un servizio “complessivo”
dellEnte che sia piu “mirato” ed “efficiente”
(costi/beneficl...) possibile.

* Ne beneficeranno la “Qualita complessiva erogata”
e la “Qualita complessiva percepita” dall’'utenza.



...COSA PERMETTE UNA CORRETTA DIAGNOSI
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Test per la diagnosi di infezione:
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v Tecniche di amplificazione dell’acido

nUCIeiCO P metodica VELOCE
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v" Ricerca di anticorpi o degli antigeni |
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........ da considerare tuttavia sempre:

La sensibilita di un test e la capacita del test di identificare i
soggetti che presentano la malattia/infezione e corri sponde
alla proporzione di soggetti realmente ammalati/infett i
identificati come tali dal test (  Veri Positivi ).

e spes a VP .
sensibilita = VP + EN 100

La specificita di un test e la capacita del test di identificare i
soggetti che non presentano la malattia/infezione e corrisponde
alla proporzione di soggetti realmente sani/non infett | identificati

come tali dal test ( Veri Negativi ).
VN

specificita = VN + FP 100

Test sensibile = pochi falsi negativi!

Test specifico = pochi falsi positivi!




Approccio combinato

Possibile I'utilizzo di piu test per aumentare la spec ificita, in
particolare in caso di bassa prevalenza e/o la sensib ilital

v test in serie

Primo test in genere molto sensibile, economico, di
facile esecuzione, seguito da un test piu specifico.

v'test in parallelo

Effetto combinato della loro sensibilita e specificita, in
alcuni casi per ridurre i tempi di diagnosi.




Approccio combinato

v test in serie

Es: Bucellosi bovina, con l'impiego di due test
sierologici: il test al rosa-bengala (SAR) in prima istanza
e quindi, sui positivi, la fissazione del complemento
(FDCO).

Es: Sensibilita agli antibiotici: fenotipica e genotipica

v test in parallelo
Es: SAR e FdC in allevamenti infetti

Es: PCR e esame colturale da vari tessuti (aumenta
Probabilita di trovare i veri positivi)
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Scelta diagnostica

MANIFESTAZIONE
CLINICA

Arcanobacterium pyogenes

Dose infettante

Mycaoplasma ssp.
————————

Mannheimia

|n fU nZ|One d|: haemolytica

. 0 giorni 3 giorni 8 giorni 12 giorni Tempo
v’ Malattia

v’ Stadio — Fase acuta, o cronica

v' Matrice
oy, N =







Ricapitolando....DIAGNOSI DI LABORATORIO DIRETTA

Dimostrazione della presenza nel materiale patologp
dell'agente eziologico (e sua identificazione) o dusi components

1l

Presuppone che nel materiale patologico sia ancopaesente |l
microrganismo, o almeno parti di esso!

g

Importanza della scelta del materiale patologico
corretto, nel momento opportuno!!

IN GENERE SPECIFICA, MA SENSIBILITAMOLTO
VARIABILE IN FUNZIONE DI UN

\

CORRETTA PROCESSAZIONE E CONSERVAZIONE
DURANTE PRELIEVO, TRASPORTO, ESECUZIONE ANALISI!




Alcune Problematiche:

» Prelievo matrice non idonea
» Conservazione non idonea, rispettare biosicurezzal
» Richieste incomplete, POCO chiare

> Incorretta assegnazione prove

» Mancata corrispondenza campione-SIL

» Campioni destinati a diversi laboratori

2

Difficolta di registrazione, esecuzione aliquote, naalita
di conservazione...
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Alcuni esempi: TUBERCOLOSI | e dualuniue Gubbio

contattare | 'accettazione
centrale e/o il laboratorio!!!

» Deve essere presente la Modulistica specifica con le informazioni previste.
» Attenzione ai dati anagrafici Detentore -Macello! Codice Aziendale!

> Verificare corrispondenza/congruita organi!

Inviare direttamente in sede centrale linfonodi
e/o organi con lesioni refrigerati!

» Se da macello arrivano organi interi, prelevare porzioni con lesioni e inviare in

» Invio campioni

sede centrale refrigerati.
» SIL: caricare esame antomo-istopatologico
» SIL: se si eseguono le aliguote per istologia ed esame colturale in sezione

caricare le aliquote e le prove congruamente !!

Se le cose non tornano contattare il prelevatore!
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Alcuni esempi: BRUCELLOSI Per qualungue dubbio

contattare | 'accettazione
centrale e/o il laboratorio!!!

> Deve essere presente la Modulistica specifica con le informazioni
previste!

» Attenzione ai dati anagrafici! Allevamento Infetto?? Cod. aziendale!

> Verificare corrispondenza/congruita organi!

» Verifica presenza Organi target...come da modulistica!

» Verificare se si tratta di ricerca Brucella spp., oppure agenti interferenti

(FECI)!

I Se le cose non tornano contattare il prelevatore! I
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BRUCELLOSI MODULISTIC

OSSERVATORIO EPIDEMIOLOGICO VETERINARIO REGIONALE DR hi i Recapito telefonico. .
REGIONE LAZIO pa ey i
MACELLO N°TEL
VIA COMUNE PROV

ANIMALI PROVENIENTI D4 ALLEVAMENTO INFETTO D

(raarcati con “T7)

Allevaraento Codice identificazione azienda (DPR 317/96) DDD DD D[_”—

E Denorunazione azienda

BRUCELLOSI DEGLI OVINI E DEI CAPRINI

Propnetaio
SCHEDA DI RILEVAMENTO DATI Via N°
AL MACELLO Cormune Prov

ALL
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Alcuni esempi: Escherichia coli patogen‘ L quandue.
A I'accettazione
centrale e/o |l
laboratorio!!!

> Utilizzare la Modulistica IZSLT specifica  con le informazioni previste!
» E. coli da intestino/feci: ricerca geni per ETEC, EPEC, EHEC

N.B. Sono presenti IN FUNZIONE DELL'ETA' dell'animale !

N.B.: Inviare l'intestino o la coltura primaria!!

» E. coli emolitico da organi: ricerca geni cytolethal distending toxin (CDT)

e cytotoxic necrotizing factor (CNF).

I Se le cose non tornano contattare il prelevatore! I
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E. COLI MODULISTICA

» Esistono Linee guida emanate dalla Direzione Operativ  a Diagnostica
Generale per valutare il significato diagnostico di i solati di Escherichia
coli da forme enteriche degli animali!

» Usare SEMPRE I'apposita scheda di rilevamento dati.

» Inviare possibilmente le colture primarie in piastra (i n idonei
contenitori a tenuta) o attraverso tamponi con terren o di trasporto al
carbone attivo (prelevando la patina batterica dello s carico), non le
singole colonie isolate.

» E’ possibile inviare contenuto intestinale o feci dia rroiche, in idonei
contenitori a tenuta, in condizioni di refrigerazion e, In modo che
possano pervenire presso il Reparto Diagnostica Generale entro le 72
h dal prelievo al massimo. N




E. coli: scheda d
rilevamento dati

ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE
DELLE REGIONI LAZIO E TOSCANA
{D L.vo30.06.1993 n 270)
SEDE ~ 00178 Roma/Capannelle — Via Appia Nuova, 1411
Tel. 06 790991 {ceatralino) — Fax 06 7934072
hitp /www izslt it - e-mail: info@izslt.it

Direzione Operativa Diagnostica Generale
Scheda di rilevamento dati per richiesta prove fattori di patogenicita
su c’unplom, colture primarie (o isolati) di Eschesichia coli da intestino/feci

SEZR IZSLT .. - MERO REG. IZ5LT. L
D ETEZ\TORE e
MATRICE*................
Data ricevimento campione.................. Datamvio a D. O. Diagnostica Generale........ ...
ANAMNESI
specie eta sesso | Dati allevamento
Bovino o =3 gomi : Specificare ¥ Tipoloma allevamento:
Bufaline o =5 gorm = 21 glomi: Specificare__ s Lane
o =21 gomi-= 3 mesi M o Came
o =3 mesi Z6mesi Consistenza allevamento ...
oo mERZR Numero malan. ...
o vaca N totanmmals della classedietacolpita ...
© o Mortahita (%6 su tot ansmali delis stessaclasse dietd). ...
Capnino o =8 glomu F Consistenza allevamento. ...
Ovino o =5 mormi > 21 goms Numere malati ..
o =21 porm-< 3 ment M N.totammall della classe di eta colpita R
o =3 mes <6 men Mortalita (% su tot. anmmal: della stessa classe i exa) ......
o aduito
Suino o <) plom ¥ Consistenza allevamento. ...
o post svazzamento Numero malati. ...
o svezzat M N.tot.animoali dells classe dieticolpita ...
o adulto Mortalita (%o su tot. anumals della stessa classe dieta).. .
Comglio o o lmese ¥ Consistenza allevamento. ...
o =l mese <2 men Nuanero malati. .
o <2 mesi- Iment M N totanimali della classe di et colpita . .
o comgiio adulto Mortahta (% su tot. anmals della stessa classe d: eza‘) ..........
Cane o  =3memn F o Pnvato
o =3 mesn =12 mesi o Camle
o 12 mest M Se canile: consistenza alisvamento. ...
N totanimali della classe dietdcolpita ...
Mortalita (% su tot. asamals della stessa classe diefd). ..
Alwo: o B F Se specie da veddito o allevata in gyuppo, indicars:
{indicare} Numero malann.
........... . M N totanimali dela classedietcolpita ...,
Mortalita (% su tot. amumali della stessa classe da em). -
SEGNICLINICT
RILIEVI ANATOMOPATOLOGICI
Precedenti sindromi enteriche in allevamento mese/fanmo........... % soggetticolpiti ...
TRATTAMENTI ANTIBIOTICT: molecola utilizzata {specialitd) . .

N* giomu di frattamento........ ..Data wltima somministrazione.

*Per_escludere presenza di £. coh patogeni enterici_da campioni dmvn, ostm inviare preferibiimente
campioni {es. feci, intestino), o colture primarie.

Firma Dirigente IZSLT.......... D PP PPDRPRIN | F:1 £ BN




Per qualunque dubbio contattare
|'accettazione centrale e/o il
laboratorio!!!

E. coli

W

> ETEC: rahge diﬂweta stretto 1-10 giorni. Suino anche
21-40 giorni.

Geni: ST/ILT

» EPEC: generalmente dopo la prima settimana.
Geni: Intimina/Agg

» EHEC: generalmente dopo la prima settimana.

Geni: Intimina/Agg (se positiva intimina seguiranno altri
geni..VT, E-hly...).



E CO“ Per qualunque dubbio contattare
' I’accettazione centrale e/o |l
laboratorio!!!

CARICAMENTO SIL

SIL da intestino/feci: caricare EnterobacteriaceaeETEC,
EPEC, EHEC in base all’eta + | geni corrispondenti.

SIL da isolato: caricare Identificazione Ceppo Baterico-
Esame colturale + | geni corrispondenti!
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Per qualunque dubbio contattare
|'accettazione centrale e/o il
laboratorio!!!

Alcuni esempi: Abortigeni

» Attenzione ai dati anagrafici! Sempre Codice Aziendale e
Proprietario!!!

» Dati anamnestici (eta aborto, numero aborti, specie
coinvolte, caratteristiche placenta, etc)!

» Verificare corrispondenza/congruita organi!

» Verifica presenza Organi target!

» Sforzo nel caricare correttamente le prove su SIL!!! =

| Se le cose non tornano contattare il prelevatore! |




Alcuni esempi: Abortigeni tabella riassuntiva

Fare riferimento al file excell
Battisti-Sciclunal!

Agente Organi di elezione Materiale da animali in Tecnica
vita

Brucella Milza, polmone, Latte, sangue, feci per Esame
contenuto IV stomaco, interferenti colturale e
placenta. PCR

Chlamydiales Polmone, fegato, Tamponi faringei, oculari, PCR
placenta, sacchi aerei.  nasali, cloacali, feci.

Coxiella Milza, fegato, polmone, Tamponi/fluidi genitali, PCR
placenta. latte

Neospora Cervello, fegato, cuore, PCR
placenta.

Toxoplasmatidae Cervello, fegato, cuore, PCR
placenta.

Toxoplasma gondii Cervello, fegato, PCR

placenta.




Alcuni esempi: Antibiogrammi Per qualunque dubbio contattare

|'accettazione centrale e/o il
laboratorio!!!

» Tecnica Disk diffusion_: per gli Isolati di interesse clinico!

» Tecnica minima concentrazione inibente (MIC): solo per
monitoraggio antibioticoreistenza, isolati per ricerca,
Salmonelle e Camplylobacter e casi particolari.

» Ricerca geni responsabili della resistenza. Es: gene mecA e

gene blaZ per Beta-lattamici.
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Per qualunque dubbio contattare

Alcuni esempi: Varie I'accettazione centrale e/o il

laboratorio!!!

> Clostridi : intestino e liquidi pericardico, peritoneale e pleurico: ELISA ricerca
tossine (importante tempestivita del prelievo, se >24h congelare!

» Clostridi da isolato : ELISA ricerca tossine. Potenzialita tossinogeniche
dell'isolato. Non fornisce informazione sul nesso causale isolato batterico e
malattia!

» Campylobacter spp. per PCR: microrganismi esigenti di difficile gestione,

corretta conservazione ed invio (Tampone con carbone)!!

-
=
M~




Per qualunque dubbio contattare

Alcuni esempi: Varie I'accettazione centrale e/o il

laboratorio!!!

»PCR Staphylococcus : ldentificazione di specie e resistenza (MRSA).

» Taylorella : utilizzare tamponi non scaduti (valutare in Accettazione!), arrivo
in laboratorio entro le 48h!

» Mycoplasmi : PCR ed esame colturale (tempi lunghi).

> agenti non identificabili con prove biochimiche (gene 16S

rRNA). Valutazione a cura della D. O. Diagnostica Generale...



Conclusioni

| dati raccolti durante I'accettazione sono importa nti e funzionali per:

» Effettuare una corretta diagnosi!!

» Effettuare un tempestivo e corretto intervento in caso di apertura focolai.
» Effettuare una valutazione delle misure di gestione e controllo messe Iin
atto.

» Valutare le attivita svolte dall’Istituto (NOI!) in termini numerici, di efficacia,
di efficienza (rapporto costi/benefici)!

» Effettuare una Gestione dei flussi informativi a vari livelli, locale, nazionale
ed internazionale.

» Pianificare gli interventi futuri.

» E molto altro ancora.............
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TAKE HOME MESSAGES

Obiettivo: arrivare ad una diagnosi accurata!

Corretta accettazione:

v'Orientamento diagnostico
v Matrici idonee

v Appropriatezza delle prove

v' Combinazione di prove e tecniche
v’ Attenzione al SIL!

v' Interpretazione dei risultati
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Conclusioni

IMPORTANTE LA COMUNICAZIONE E LA COLLABORAZIONE
TRA GLI “UTENTI RICHIEDENTI”, ACCETTAZIONE, |
LABORATORI........




DOMANDE??

QUANDO PENS| DI AVERE TUTTE
LE RISPOSTE, LA VITA TI
CAMBIA TUTTE LE DOMANDE.




