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OUTLINE
ü Conferma	di	laboratorio	botulismo	umano

Ø 5W	(Who	– What	– When	– Where	– Why)
ü Campionamento	– botulismo	umano

Ø Cosa	prelevare
Ø Come	prelevare	i	campioni	– significatività	del	campione
Ø Parametro	da	determinare	Vs campione
Ø Documentazione	correlata	

ü Considerazioni	conferma	di	laboratorio	e	
campionamento	in	caso	di	botulismo	animale

ü Conclusioni
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CIRCOLARE	MINISTERIALE
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ü Flusso	informativo
ü Definizione	caso
ü Classificazione	caso
ü Criteri	di	conferma
ü Diagnosi	clinica
ü Terapia
ü Misure	di	prevenzione
ü Misure	di	controllo



WHY
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WHEN
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WHO	- WHERE
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WHAT	or	HOW…
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What or 
How

CNRB
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SCENARIO	1
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Il 29 novembre un ospedale contatta 
l’IZS per effettuare le indagini di 
laboratorio relative ad un sospetto caso di 
botulismo. 

Il medico:
- non conosce le modalità di invio dei campioni, 
- non conosce le modalità di reperimento 

dell’antitossina botulinica, 
- non è certo della formulazione del sospetto 

diagnostico



SCENARIO	2
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Il paziente è un ragazzo di 22 anni 
che si trova a Roma per studio. 

È stato ricoverato il 29 novembre mattina con il 
seguente quadro clinico:
- Nausea – inizio 29 novembre verso le 6,30 del 

mattino
- Vomito profuso – primo episodio verso le ore 

8,00 del mattino
- Una scarica diarroica
- Diplopia – disfagia – difficoltà 

dell’accomodamento



SCENARIO	3
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Il paziente riferisce di aver assunto 
ingenti quantitativi di alcool e di aver fumato 
marjuana con i suoi coinquilini durante un festino 
organizzato a casa.

Durante il festino i ragazzi, in tutto 4, hanno 
consumato dei pasti cucinati da loro. 



SCENARIO	4
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In particolare il paziente si è 
preoccupato di preparare gli antipasti. 

A cena sono stati serviti:
- Affettati acquistati nel supermercato vicino

casa 3 ore prima della cena
- Tartine con crema di tartufo prodotto

artigianalmente dal padre del paziente
- Tartine con crema di olive nere dolci acquistata

nel supermercato poco prima



SCENARIO	5
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- Bruschettine con pane casareccio e olio nuovo
prodotto dal padre del paziente

- Tranette al pesto preparato dalla mamma del
paziente e congelato

- Salsicce fresche di produzione artigianale
preparate da un commensale

- Insalata mista (di IV-gamma)
- Giardiniera di produzione industriale



SCENARIO	6
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- Vino a volontà
- Caffè e grappa

Durante il pasto i commensali hanno guardato in TV
la partita di calcio e fumato marjuana

Durante la preparazione delle tartine il paziente
ha consumato quasi interamente il contenuto di
crema di tartufo e crema di olive. Durante il pasto
le tartine non sono state consumate da tutti i
commensali.



DOMANDA	1-2-3
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DOMANDA	1:	con	uno	scenario	di	questo	tipo	il	sospetto	di	
botulismo	è	verosimile	o	surreale?

DOMANDA	2:	rispetto	ad	una	sintomatologia	dubbia,	
esistono	fattori	di	rischio	associabili	al	botulismo	
alimentare?

DOMANDA	3:	come	pensate	di	proseguire	e	che	tipo	di	
informazioni	dovreste	fornire	al	medico?



RISPOSTA	1-2
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RISPOSTA	1:	Il	botulismo	è	verosimile,	solo	il	
paziente	ha	consumato	dei	prodotti	a	rischio	come	
le	tartine	di	tartufo	e	le	tartine	con	crema	di	olive

RISPOSTA	2:	Gli	altri	commensali	hanno	consumato	
pressoché	lo	stesso	quantitativo	di	alcol	e	fumato	
lo	stesso	numero	di	spinelli,	ma	versano	in	buone	
condizioni	di	salute



RISPOSTA	3
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RISPOSTA	3:	
ü Inviare	scheda	di	segnalazione	di	caso	di	

botulismo,
ü Fornire	indicazioni	per	l’acquisizione	del	siero	

antibotulinico,	
ü Fornire	i	riferimenti	del	CAV	di	Pavia	e	del	CNRB	

ü Si	richiede	il	prelievo	dei	campioni	biologici	
ü Si	indirizza	il	SIAN	competente	territorialmente	

per	effettuare	l’indagine	epidemiologica	e	il	
prelievo	dei	campioni	alimentari	sospetti.



DOVE	TROVARE	INFORMAZIONI
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DOMANDA	4-5-6
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DOMANDA 4: Quali campioni biologici possono essere più
appropriati per le indagini di laboratorio?

DOMANDA 5: Che quantitativi occorrono?

DOMANDA 6: Con che modalità i campioni devono essere
raccolti, conservati, confezionati ed inviati in laboratorio?



RISPOSTA	4
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RISPOSTA	4:	
- Siero	(sono	passate	meno	di	24	ore	
dall’assunzione	dell’alimento	sospetto);

- Vomito	(probabilmente	i	ragazzi	non	hanno	
ripulito	le	stanze);

- Campione	fecale	(meglio	feci	o	lavaggio	
intestinale,	con	la	diarrea	e	il	poco	tempo	
dall’ingestione,	i	tamponi	rischiano	di	non	essere	
idonei).
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RISPOSTA 5:



SIERO	- PRELIEVO
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- Utilizzare provette	per	siero,	
prive	di	additivi	(solitamente	sono		
provviste	di	tappo	bianco,	rosso,	
arancio	o	giallo);	

- Si	possono	utilizzare anche	quelle	
che	contengono	il	gel	barriera;

- Non	sono	idonee	le	provette	per	esami	di	chimica-clinica	
contenenti	anticoagulanti	come	il	citrato	o	l’	EDTA	
(solitamente	provviste	di	tappo	verde,	blu,	grigio,	nero,	
viola).



SIERO	– SIGNIFICATIVITA’
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- Il	siero	è	il	campione	gold standard	per
la	diagnosi	di	laboratorio	del	botulismo

- Nei	casi	di	botulismo	alimentare si	
negativizza	entro	3-4	giorni	dal	consumo
di	alimenti	contaminati	con	le	tossine

- Nei	casi	di	botulismo	infantile	è	positivo	
solo	nell’1%	dei	confermati
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RISPOSTA 5:
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LAVAGGIO	INTESTINALE
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- Utilizzare	circa	30	ml	di	acqua	sterile
non	batteriostatica.
- Lasciare	in	infusione	1-2	minuti	quindi
aspirare	il	liquido	con	la	siringa	e	
raccoglierlo	in	un	vasetto	per	coprocoltura
o	urino-coltura
- In	alternativa	all’acqua	si	può	utilizzare	anche
la	soluzione	fisiologica	sterile	



TAMPONI	RETTALI
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- Utilizzare	preferenzialmente	i	tamponi
a	secco	solitamente	usati	come	tamponi
faringei
- Evitare	l’uso	di	quelli	contenenti	il
terreno	di	trasporto
- Richiedere	il	prelievo	di	4-5	tamponi	da
effettuare	prima	del	lavaggio	intestinale



CAMPIONI	FECALI	–
SIGNIFICATIVITA’
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- Generalmente	sono	i	migliori	campioni	per	
la	conferma	di	laboratorio

- Sul	campione	fecale/lavaggio	intestinale	è
possibile	determinare	anche	le	tossine	dirette

- Possono	risultare	negativi	se	non	prelevati	
correttamente	o	se	i	sintomi	neurologici	
sono	stati	preceduti	da	quelli	gastroenterici



PARAMETRO	vs CAMPIONE	
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SIERO:	tossine	botuliniche

TAMPONI	RETTALI:	Clostridi	produttori	di	
tossine	botuliniche

FECI
LAVAGGIO	INTESINALE

CONTENUTO	GASTRICO

FERITE

ALIMENTI

ü Tossine	botuliniche
ü Clostridi	produttori	di	

tossine	botuliniche
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RISPOSTA 6:



SCENARIO	7
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Dall’ospedale arriva:

üSangue intero in provetta contenente 
anticoagulante EDTA

üSangue intero in provetta col tappo rosso per 
analisi sierologiche

üCampione fecale (50 g)

üVomito (50 g)



SCENARIO	8
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Dal SIAN arrivano:

- Confezione vuota con scarso residuo di crema al
tartufo di produzione domestica

- Confezione vuota con ancor più scarso residuo di
crema di olive di produzione industriale scadenza
25.10.2017

- 1 confezione di crema di olive di produzione
industriale scadenza 25.10.2017



SCENARIO	9
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- 23 confezioni di carciofini in olio di produzione 
domestica

- 4 confezioni di peperoni in olio di 
produzione domestica

- 3 confezioni di pesto di produzione domestica
- 1 confezione di marmellata ammuffita
- 3 passate di pomodoro di produzione artigianale



DOMANDA	7-8-9
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DOMANDA 7: Cosa analizzo e come procedo?

DOMANDA 8: Gli alimenti di produzione industriale in
confezione originale integra possono essere analizzati
immediatamente oppure devo darne comunicazione alla
Ditta produttrice?

DOMANDA 9: I residui alimentari di produzione industriale
in confezione aperta possono essere analizzati
immediatamente?
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RISPOSTA	7:	
ü Sangue	intero	in	provetta	con	anticoagulante

NON	IDONEO	PER	LA	RICERCA	DELLE	BoNTs

ü Sangue	in	provetta	con	tappo	rosso	e	gel
IDONEO

ü Campione	fecale	e	vomito
IDONEI
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RISPOSTA	7:	
ü Su	tutti	gli	alimenti	di	produzione	domestica	e	

sui	residui	in	confezione	aperta	di	quelli	di	
produzione	industriale	misuro	dapprima	pH e	
Aw,	scartando	quelli	che	non	supportano	
crescita	e	tossinogenesi dei	clostridi	produttori	
di	tossine	botuliniche
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RISPOSTA	7:	
ü Dalle	confezioni	semivuote	cerco	di	capire	il	

contenuto	e	provo	a	determinare	sia	le	tossine	
che	i	clostridi	produttori	di	tossine	botuliniche	
sciacquando	con	tampone	fosfato	gelatina	
(dopo	centrifugazione	surnatante	per	le	tossine	
e	pellet per	i	clostridi	produttori	di	tossine	
botuliniche)

ü Se	ho	dubbi	mi	confronto	con	il	CNRB	…
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RISPOSTA	8:	
ü Trattandosi	di	un’analisi	in	condizioni	di	

emergenza	posso	aprire	senza	attendere	la	
risposta	della	Ditta,	ma	tuttavia	devo	darne	
comunicazione	alla	Ditta
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RISPOSTA	9:	
ü I	residui	alimentari	di	produzione	industriale	in	

confezione	aperta	non	hanno	valore	legale	e	
possono	essere	analizzati	immediatamente	
senza	darne	preventiva	comunicazione	alla	
Ditta	produttrice



DOMANDA	10-11
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DOMANDA 10: Devo dare comunicazione al Ministero
della Salute delle analisi che sto effettuando? Se si chi
devo avvertire?

DOMANDA 11: Devo contemporaneamente dare
comunicazione anche al CNRB? Il CNRB come mi
supporterà in caso di necessità?
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RISPOSTA	10:	
ü Il	Ministero	della	Salute	(DRPRE	e	DGSAN)	

devono	ricevere	i	rapporti	di	prova	delle	analisi.	
Il	Dav Allerta	deve	essere	contattato	
immediatamente	in	caso	di	sospetto	
coinvolgimento	di	alimenti	di	produzione	
industriale
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RISPOSTA	11:	
ü Anche	il	CNRB	deve	essere	avvertito	e	deve	

ricevere	i	rapporti	di	prova	delle	analisi
ü Il	CNRB	inoltre	deve	confermare	i	risultati	del	

laboratorio (se	positivi)
ü Il	CNRB	fornisce	supporto	sia	dal	punto	di	vista	

analitico	che	dal	punto	di	vista	organizzativo.	E’	
sempre	corretto	confrontarsi	con	il	CNRB	!!!!!!!!
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Why
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ü Non	è	a	notifica	obbligatoria
ü Non	esiste	una	normativa	specifica	che	

stabilisce	il	flusso	informativo	e	le	
responsabilità	in	caso	di	botulismo	animale

ü Le	segnalazioni	sono	aumentate	negli	ultimi	15	
anni	in	conseguenza	delle	influenze	aviarie	e	di	
un’aumentata	consapevolezza	da	parte	dei	
medici	veterinari	aziendali	

IL	BOTULISMO	ANIMALE
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ü Il veterinario aziendale pone il 
sospetto di botulismo animale dopo 
aver osservato che nell’allevamento sono 
presenti diversi capi che presentano una 
sintomatologia caratteristica, alcuni devono 
essere soppressi perché in fin di vita, altri 
muoiono spontaneamente

ü Le perdite economiche per l’allevamento sono 
insopportabili (nei bovini la mortalità può 
superare il 90%)

ü La produzione di latte è fortemente diminuita
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ü In alcune circostanze sono gli allevatori che si 
trovano nelle vicinanze a denunciare le mortalità 
dell’altro allevamento per paura di comparsa di 
malattia anche tra i propri animali

ü In altre circostanze non si fa notifica il focolaio 
per evitare il blocco sanitario del latte o della 
carne
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ü Agenti del Corpo Forestale dello Stato, guardie 
Parco, associazioni ambientaliste, turisti 
riferisco il ritrovamento di animali morti nelle 
prospicienze di laghi o fiumi

ü Gli stessi responsabili dell’avvistamento dei 
morti conferiscono le carcasse all’IZS



COSA	FARE?
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ü Cercare	di	individuare	la	fonte	del	contagio	non	
limitando	il	campionamento	ai	soli	individui	
morti,	ma	anche	ai	malati	e	all’ambiente	
circostante

ü Se	possibile	ispezionare	il	luogo	o	l’allevamento	
per	cercare	di	capire	come	si	possa	essere	
propagata	la	malattia



COSA	FARE	-2	?
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ü Dagli	animali	morti	prelevare	per	l’analisi	anche	
fegato	e	milza	

ü Le	feci	rettali	sono	molto	importanti	per	gli	
allevamenti	in	quanto	permettono	di	risalire	
all’individuo	campionato

ü I	campioni	ambientali	possono	essere	molto	
utili



PROBLEMI
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ü Molto	spesso	la	diagnosi	di	laboratorio	è	
compromessa	dalla	tardiva	formulazione	del	
sospetto	clinico

ü Il	livello	di	tossina	circolante	nel	sangue	è	
spesso	minore	del	limite	di	sensibilità	dei	test	
diagnostici

ü La	reticenza	degli	allevatori	a	notificare	i	
casi/focolai	impedisce	una	corretta	diagnosi



IN	CASO	DI	SOSPETTO…
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ü Confrontarsi	con	il	CNRB
ü Compilare	la	scheda	di	segnalazione	di	sospetto	

botulismo	animale	(anche	questa	scheda	è	
scaricabile	dal	sito	web	www.iss.it/cnrb)	

ü Effettuare	le	analisi	di	laboratorio
ü Inviare	i	campioni	al	CNRB	per	la	conferma
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www.iss.it/cnrb

SCHEDA	SEGNALAZIONE	
BOTULISMO	ANIMALE
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CONCLUSIONI
ü Il	botulismo	è	una	malattia	rara
ü E’	necessario	sensibilizzare	la	classe	

medica	rispetto	alla	malattia
ü La	corretta	gestione	di	un	caso/focolaio	

di	botulismo	richiede	l’azione	combinata	
di	diverse	figure	professionali

ü La	conoscenza	della	storia	clinica	del	
paziente	è	molto	utile	per	interpretare	i	
risultati	delle	analisi	di	laboratorio
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CONCLUSIONI
ü Il	CNRB	fornisce	supporto	24/7	
ü Il	sito	web	www.iss.it/cnrb contiene	

tutte	le	informazioni	di	urgenza,	i	
metodi	di	analisi	con	i	relativi	dati	di	
validazione,	le	indicazioni	per	la	corretta	
preparazione	delle	conserve	domestiche

ü I	risultati	analitici	devono	essere	
confermati	dal	CNRB
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Grazie per l’attenzione !
BOTULISMO UMANO ED ANIMALE. DIAGNOSI DI LABORATORIO

“Progetto Formativo Aziendale”, Istituto Zooprofilattico Sperimentale 
del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Roma, Via Appia Nuova, 1411 - 29 Novembre  2016 


