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Piano Nazionale di Controllo per I'AVE degli equini

Monitoraggio malattie notificabili dei pesci: virus
IHN, VHS E KHV
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Piano Nazionale di Controllo per I'Arterite
Virale Equina

AGENTE EZIOLOGICO

Classificazione ICTV VIRION ﬁ—NDN W%ELC -
ACID PROPERTIES

Smaill envelope
glycoprotein (gp2)

ORDINE: Nidovirales
FAMIGLIA: Arteriviridae
GENERE: Arterivirus

Matrix protein (M)

Arterivirus

Nucleocapsid
protein (N)

Major envelope

giycoprotein (gp5) Viral RNA

Arteriviridae e 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

V AVE degh equini.
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AVE: Malattia
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La malattia e caratterizzata da una vasculite generalizzata che interessa
soprattutto le piccole arteriole muscolari e delle venule dei diversi organi, in
particolare dei polmoni.

- Nel puledro si puo avere morte da polmonite interstiziale

- La cavalla gravida puo abortire (50%) tra 2 e 10 mesi di gravidanza, senza presentare
sintomi premonitori.
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AVE: Esiti

* Nelle cavalle guarite non si osservano problemi di ipofertilita.

e Negli stalloni ci puo essere un periodo (3 - 4 mesi) di ipofertilita,
dovuta a ridotta produzione di spermi normali a causa
dell’ipertermia scrotale.

* Negli stalloni portatori comunque non si osservano effetti sulla
qualita del seme a lungo termine.
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Istituto Zooy sp nmmn.h.
A Lasioe dell Tore e

Piano Nazionale di Controllo
Arterite Virale Equina

v" 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/)

modifiche

v' PG ACC 003 - modulo 2
v PG VIR 002

v POS VIR 027 NOR

v' 0.M. 13 gennaio 1994 Piano nazionale di controllo dell’arterite virale equina e successive
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Istituto Zooproflastico Spesimentale
dd Luzio ¢ dells Toscara M. Aesndri

O.M. 13 gennaio 1994 stabilisce i criteri e modalita 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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In relazione all’'oggetto, con nota allegata il Ministero della Salute, comunica che, ai sensi della
Decisione di esecuzione (UE) 2018/1143, ai fini del riconoscimento dello stato di eliminatore di virus
dell'arterite virale negli stalloni € considerata come prova ufficiale anche la PCR su sperma intero.
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Principali tecniche di laboratorio per I'evidenziazione del virus
dell’Arterite Virale Equina in liquidi seminali di stalloni equini

POS VIR 027 NOR

POS VIR 027 NOR rev. 15 del 02082017
ARTERITE VIRALE EQUINA (COLTURE CELLULART)

ISTITUTO ZOOFROFILATTICO SFERTMENTALE DEL TAZIO EDELLA

UFFICIO DI STAFF BIOTECNOLOCGIE
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DIREZIONE OPERATIVA DIAGNOSI MALATTIE VIRALI E DELLE LEPTOSPIROST

POS DMV 011 NOR
ARTERITE VIRALE EQUINA (RT-PCR REAL TIME)

ARTERITE VIRALE EQUINA (RT PCR REAL TIME)
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Lstituto Zooprofilattico Sperimentale
del Luzio ¢ della Tascara M diewadri

Flusso Lig. Seminale x isolamento EAV

Stallone
Colture
! cellulari
Lig.
Seminale

gReal Time PCR
(DMV)
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Virologia speciale

PRELIEVO

*|solamento 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 .. . . .
Stalloni riproduttori 3 prelievi ogni 15 giorni

v'real time PCR (Colture cellulari)

v’ soggetto eliminatore: esclusione monta
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Invio Campioni

. di Ragistro Generale

Piano Nazionale di Controllo dell'arterite virale squina I3 oapean
(6.4, 13 gennsio 1934)
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Valutazione presenza Spermatozoi

Osservazione al Microscopio Ottico (20x):
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Video Spermatozoi..
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SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI

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;
conservatoa (4 + 2) °C
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REAGENTI, SUBSTRATI, TERRENI

Carbossimetilcellulosa: polimero derivato della cellulosa, avente aspetto
di polvere fibrosa o granulare, di colore bianco crema; solubile in acqua.

- Contenimento infezione virale (infezione x contiguita = effetto a placche)

- Aumento della sensibilita delle cellule all’ladsorbimento virale
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SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI

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, Universita del Kentucky (OIE Reference Laboratory)

RK,5 10X

EAV: Sospensione virale preparata con lo stipite di referenza ceppo
Bucyrus del virus AVE
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Sonicazione e centrifugazione

Disintegratore ad ultrasuoni per disgregare
gli ammassi di spermatozoi e lisarli

Centrifuga da banco per chiarificazione
del Campione
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Lerituto Zooprotilaztico Spenimentale
del Lazio ¢ dells Toscana M. Adewndri

Foglio di lavoro POS VIR 027 NOR

1.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'lnoculo Campione

Numero registrazione campione: .............covvvververneinnan

1° passaggio 2° passaggio
Data: .../ ....[..... Data: ... /
RKi3 N. pass. N. pass.
del del
Terreno di Mantenimento pgrotto n. Lotto n.
Colture Cellulari con CMC Fl
Terreno di Mantenimento pgPrep. il Prep. il
Colture Cellulari
Soluzione 0,1% Cristalviolettdotto n. Lotto n.
in formalina

LI 0] (=

STEP principali della Procedura, 1° passaggio
a. Contatto diluizioni campione per 2 ore in frifermo a (4+ 2) °C:

Inizio contatto ore:
Fine contatto ore:

b. Contatto campione-coltura cellulare per 60 rininermostato a (3% 1) °C al 5% di C@

Inizio contatto ore:
Controllo MoNOSrato ................vvevvvennns minuti:
Fine contatto ore:

STEP principali della Procedura, 2° passaggio

Inizio contatto ore:
Fine contatto ore:

1.Z.S.L.T. “M.Aleandri”
Ufficio di Staff Biotecnologie
Isolamento del virus dellAVE — Schema di inoculo @l positivo e negativo in fiasca

Ctrl positivo:  EAV (diluizione - ...)

Ctrl negativo

Verificatore
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ISOLAMENTO su COLTURA CELLULARE

Preparazione Campione

- diluizioni in base 10 del campione (-1,-2,-3) in terreno di mantenimento
- contatto per 2 h a +4°C

Semina per Contatto

- Asportazione del terreno di crescita

- lavaggio con PBS il monostrato cellulare

- Inoculo 2 fiasche (25 cm?) 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.

V ollo AVE degli equini.
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| Lstituto Zooprofilattico Sperimentale
del Luzio ¢ della Tascara M diewadri

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.

Si osservano foci di cellule modificate per volume e forma (rimpicciolite, raggrinzite e
rifrangenti) che si estendono piu 0 meno lentamente a tutto il tappeto provocandone il distacco

V ollo AVE degli equini.
attie n fifabili dei pesci: virus IHN e
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Se ECP identificazione medianté
PCR real time
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Piani di Controllo e Sorveglianza malattie notificabili
dei pesci: virus IHN, VHS e KHV

RABDOVIRUS

HERPES VIRUS

(RNA)

=-Complexo Proteico

Classificazione ICTV Classificazione ICTV
ORDINE: Mononegavirales ORDINE: Herpesvirales
FAMIGLIA: Rhabdoviridae FAMIGLIA: Alloherpesviridae
GENERE: Novirhabdovirus GENERE: Herpesvirus

iano V AVE degh ni.
oni attie notifi ab|I| dei pesci: virus IHN e VHS
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Malattie oggetto di notifica

«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);
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Piani di Controllo e Sorveglianza Nazionale malattie notificabili dei pesci:
virus IHN, VHS e KHV

Piano di Monitoraggio virus IHN e VHS nei Salmonidi

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

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

ollo AVE degli equini.
i fifabili dei pesci: virus IHN e VHS
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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)

O- WORLD ORGANISATION FOR ANIMAL HEALTH Fonl sien: = aafd | anguage - | Frangaizs  English  Espanial
_ £

Protecting animals, preserving our future | Keywords | EEEEEE + dvanced search

Animal health in tho World

Standard Sctiing

Hime = Standard Eetting » Aquatic Manual » Access online
Standard Setting
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Terrestrial Code

Manual of Diagnoslic Tesls [or Aqualic Animals
(2018)
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D.Lgs. 148/2008 (polizia sanitaria acquacoltura, prevenzione malattie e misure di lotta)

Salmonidi

v’ anagrafe acquacolture

v’ autorizzazione e analisi del livello di rischio aziendale (ASL)
v’ prelievo pesci in regime di autocontrollo

v’ prelievo ufficiale ASL

v’ riconoscimento o mantenimento Azienda indenne

V ollo AVE degli equini.
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DECISIONE DI ESECUZIONE (UE) 2015/1554 DELLA COMMISSIONE dell'11
settembre 2015 recante modalita di applicazione della direttiva 2006/88/CE per
qguanto 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

PCR real time IHNv e VHSV -> metodo ufficiale




Letituto Zooprofilattico Sperimentale
del Lazio ¢ della Toscama M. Alewsded

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

POS VIR 013 NOR

ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTAIEDET IATIOEDET LA

POS VIR 012 NOR rev. 9 dal 13042017
VIRUS NECROSI EMATOPOIETICA

> INFETTIVA (IHN), VIRUS SETTICEMLA EMORRAGICA VIRALE
(VHS) (COLTURE CELLULART)

pag. 1dild
*IN CASO DI POS INT/NOR

VIRUS NECROSI EMATOPOIETICA INFETTIVA (THN),
VIRUS SETTICEMIA EMORRAGICA VIRALE (VHS)
{COLTURE CELLULARI)

[T e Redazions Inciners | Varifies i i
emissione. Seuttars dells proveHesponsabile | Responsabile di ROURE (**)
i WwLeg
L] 13042017 | OCARDETI OCARDETL RCAVALLINA
Codd |Tanaltl
[GEARGET GEARDET ACAVALLINA Y]
INT/SUP

»  Lemissione della Decisione di esecuzione (UE) 2015/1554
della Commissione dell’l | serembre 2003 GU CE L 247710
2309115

= Laredazione della POS VIR 001 NOR — Viss iecrasi
ematapoietica infertiva (THN) {RT-PCR real time) Virus

setticernia emorragica (VHS) (RT-PCR real time)
alls PG QUA 0051 | rev_ 24

—
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POS VIR 001 NOR

IETITUTO ZOCPROFILATTICD SPERIMENTALE DEL LAZIO E
DELLA TOSCANA “W_ALFANDERI™
CFFICIC DI STAFF EXOTECNOLOGIE
FUS VIR 0L MUK rov 0 B0 I0T

VIRUS SECRO S EMATOPMOIETICA INTETTIVA (CIN) (CCR REAL TIME
TEASCRIFTION SETTICEMILA EMORRAGICA VIFALE (VES)(FCE BEAL TIME
[REVEESE TEASCHRIFTION:
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VIRUS NECROS] EMATUPOLELICA INFELTLVA [(LHN)
(PCE EEALI TILE BEEVERSE TEASCRIPTION]
VIRLUS SETTICEMIA EMORRAGICA VIRALE (VIIS)
{PCE BEAL TIME BEEVEHSE THASCEIFLIIDN]
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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

Ottobre — Giugno (temperatura acqua < 14°C)
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Flusso Matrici Pesci x Diagnosi IHNv e VHSv
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Lerituto Zooprotilaztico Spenimentale
del Lazio ¢ dells Toscana M. Adewndri

Allestimento dei Campioni

I campioni possono essere costituiti da pesci “in toto” o da organi
mantenuti in terreno di trasporto .

TERRENO DI TRASPORTO :

terreno di coltura addizionato del 10% di SF ed antibiotici

ORGANI DA PRELEVARE

Milza, rene anteriore, cuore o cervello

TEMPERATURA :
Non congelare 1 campioni

Mantenere T < 10 °C durante 1l trasporto al laboratorio

x"::ljil:al\?o All’accettazione deve essere verificato il rispetto della temperatura di
g ey trasporto
- e — INIZIO ESAMI :

Gl1 esami devono 1niziare entro le 48 h dal campionamento

In cas1 eccezionali ¢ possibile ritardare fino alle 72 h
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FLUSSO DI LAVORO PER SALMONIDI
Trota iridea, fario, macrostigma

MONITORAGGIO SECONDO D. Lgs. 148/2008
(gennaio-giugno; ottobre-dicembre)

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)

CC
Specie Patologia/PCR (se PCR dubbio o Note
pos)
. IHNv Malattia notificabile
Trota iridea, BF-2
farlg, EPC
macrostigma
g VHSv Malattia notificabile

v .
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SUBSTRATI, TERRENI, REAGENTI

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

Linea continua BF-2 Linea continua EPC

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

VHS: Sospensione virale preparata con lo stipite di referenza ceppo F1
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Laituto Zooprofilattico Spenmentale
el Lazio ¢ dells Toscany M. Aleandri

OMOGENIZZAZIONE CAMPIONI
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REAGENTI, TERRENI, SUBSTRATI

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

Terreno per omogenati: E-MEM 5% PSF
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Modulo x Isolamento Virus POS VIR 013 NOR

POS VIR 013 NOR/1 rev. 9 Pag e [ oo
1.Z.S.L.T. “M.Aleandri”
UffiCiO dl Staff Biotecnologie POS VIR 013 NOR/1b rev. 9 1Z.S.LT. “M.Aleandri” pag ... /..
Ufficio di Staff Biotecnologie
ISOLAMENTO DI “VIRUS IHN E VHS”
MEDIANTE INOCULAZIONE DI COLTURE CELLULARI ISOLAMENTO DI “VIRUS IHN E VHS” - Schema di inocul@ampioni e Ctrl
Elenco Campioni

Coltura Cellulare .............c..coooeiiiiiinnnnnn. Pass. N. ............ del oo
Data................... (@] 1T =1 (o] =Y
Campioni: i X
L) N. registrazione: ....................
N. . Estratto |. Congelatore Frigorifero Incubatore
(gistrazion Matrice (E) Pass. suT¢ VIR/Cassetto | VIR/Ripiano VIR - ’> Q Q Q Q Data Firma
_ta. P s
plelelele e
= 299
399
g 99
=1:10 ...%gg -
- ) Q Q Q Q Ctrl Pass/Cong .................
RisUato ............
Coltura Cellulare ...BF-2.../...EPC.... Pass. N. ...... l..... del........
)N registrazione:Virus IHN ..............c....... IVirus VHS ..o,
BF-2 EPC
Data Firma
OO0 =
Colture Cellulari: ..o, Contenitore. :) O Q Q Q O
Terreno per Estratti Data prep.
Terreno di Crescita per Colture Cellulari con TH€! Data prep.:
Ceppo virale di Riferimento ...IHNv-mr VIR ............. /' YHSv - mr VIR Ny vHSY N vHsv Risultato ....... T
Note: .

Inoculo dopo ...... ore dalla preparazione delle TC
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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

| 4
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Estuno Zooprofilsion Sperimentale
del Lagio s della Toscans 3 Alewndl

EFFETTO CITOPATICO su EPC

Virus VHS: ECP su
BF2 (20x
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Estuno Zooprofilsion Sperimentale
del Lagio s della Toscans 3 Alewndl

EFFETTO CITOPATICO su BF-2

Virus IHN: ECP su
BF2 (10x)




Se ECP -> identificazione mediante PCR real time e invio del ceppo
Isolato al Centro di Referenza Nazionale per I'lttiopatologia
(IZSVenezie)

Se NON ECP -> 2° passaggio e referto




CIRCUITI INTERLABORATORIO

EAV -> CeRME o ANSES (circa ogni due anni)

IHN e VHS -> AQUA IV (ogni anno in tardo autunno)
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Lutituto Zooprotilattico Speamentale
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LAB COAT STYLES

PRIM AND PROPER
| AM... A SCENTIST/

WWW.PHDCOMICS.COM

Giampiero Dante
giampiero.dante@izslt.it




