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METODI DI ANALISI IN AMBITO PNCS

PNC Salmonellosi 2019/2021
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7.4 Metodi di analisi in ambito PNCS

Pl::'l 0 haziona rE ai l:ﬂi"l'tl'ﬂ"fl Metodi di analisi per I'isolamento e la sierotipizzazione

delle salmonellosi In accordo a Reg. (UE) 2019/268. per l'analisi di 1solamento e sierotipizzazione possono essere ufilizzati, sia
negli avicoli nell’ambito dell’autocontrollo aziendale che nell’ambito dei controlli ufficiali, oltre che i metodi vfficiali di
riferimento anche metodi alternativi, purché validati in conformita all’ EN ISO 16140-2 (per isolamento) e a EN ISO
16140-6 (per sierotipizzazione) e accreditati dall’ente nafzionale di accreditamento.

Metodi di analisi per I'isolamento
I metodi di riferimento sono i sepuenti:
* Metodica di analisi per la rilevazione di Salmonella spp. di cui alla EN/ISO 6579-1:2017/Amd.1:2020
accreditata dall’organismo nazionale di acereditamento
* Metodo alternativo purché validato 1n accordo alla norma EN/ISO 16140-2 e accreditato dall’organismo
nazionale di accreditamento

I metodi di cui sopra si intendono da applicare ai campioni della produzione primaria, ovvero a tutte le matrici
previste nell’ambito del presente piano, siano esse prelevate in autocontrollo o in regime di controllo ufficiale. I
metodi alternativi utilizzabili nell”ambito del PNCS per la rilevazione di Salmonella devono permettere di ottenere,
in caso di esito positivo, I"isolamento del ceppo batterico, da sottoporre successivamente a sierotipizzazione.
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ISO 6579-1: 2017

Questo documento descrive un metodo orizzontale per 1’1solamento e

I’1dentificazione di Salmonella.

E applicabile a:

1) prodotti destinati al consumo umano ed alimenti per gli animali;

2) campioni ambientali prelevati nelle aree della produzione e
processazione degli alimenti;

3) campioni dalla fase di produzione primaria come feci di
animali, polvere e tamponi.
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ISO 6579-1: 2017 mﬁ

Cancella e sostituisce ISO 6579:2002 e 6785:2001

Introduce i campioni provenienti dalla fase di produzione primaria nello scopo (2007:
inserimento Annex D per i campioni di produzione primaria)

Descrizione della procedura di rilevazione di S. Typhi e S. Paratyphi (Annex D)

Modifica range di temperatura di incubazione dei terreni non selettivi da 37°C £1°C a
temperatura tra 34°C e 38°C (ISO 6579-1:2017/AMD. 1:2020: terreni selettivi a temperatura
tra 34°C e 38°C)

Per la conferma, ¢ sufficiente selezionare anche una sola colonia sospetta, e se negativa

prelevare altre quattro colonie sospette dalla combinazione di piu terreni di isolamento
selettivo

E’ possibile effettuare la conferma biochimica direttamente sulla colonia sospetta sul
terreno selettivo se da coltura pura e ben isolata

I tests [-galattosidasi, reazione dell’indolo e Voges-Proskauer (VP) diventano opzionali (POS
DIG 001 NOR)
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POS DIG 001 NOR Salmonella
ISO 6579-1: 2017 spp. esame colturale ricerca

LAB. ANALIS| CHIMICHE E MICROBIOLOGICHE 1.C.Q. SRL
UNIstore - 2017 - 371466

INTERNATIONAL ISO
STANDARD 6579-1
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UNITA’ OPERATIVA COMPLESSA DIAGNOSTICA GENERALE

First edition POS DIG 001 NOR rev. 3
2017-02 SALMONELLA $PP. (ESAME COLTURALE-RICERCA-METODO 150) pag. 1di16
Microbiology of the food chain — SALMONELL A SPP. (ESAME COLTURALE-RICERCA-METODO ISO)

Horizontal method for the detection,
enumeration and serotyping of

Salmonella —
Part 1:
Detection of Salmonella spp. —
Rev Data di 7::,::': della Convalida Qualith Approvazione
Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthode horizontale | emissione: Siriars prova’Responsabile IR Responsabile di Struttura
pour la recherche, le dénombrement et le sérotypage des _ laratura/attivita
Salmonella— 3 28/08/2020 | Andrea Caprioli Antonio Battisti Stefania Bugattella Antonio Battisti
Partie 1: Recherche des Salmonella spp. LVLU: MJ /4’%/[/ .
Ande s A N | L L/\
2 09/05/2018 Andrea Caprioli | Antonio Battisti Stefania Bugattella Antonio Battisti
Carmela Buccella
Serena Lorenzetti |
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ISO 6579-1 vs POS DIG 001 NOR

POS DIG 001 NOR

ISO 6579-1: 2017

Sample + Buffered peptoss water [BFW):
Tenfold dilution (%1 & W7)
18h & 2 hat 34 °C o 38 °C

Campione + BPW;
Diluizione 1:10 (9,1 ¢ 9.2)
18h+2htra34°Ce38°C

Fres
enrichment

r

<: Pre- arricchimento

0.1 ml culbare in =3 spots onto
MSRV agar [9,4.3)
[Ze) Z4b £ Ik At 4L5"C 1 170

0.1 ml di coltura (1-3 gocce) su
agar MSRV (9.33)
(2x)24h+3ha415°C=1°C

Armcclimento
selettivo

¥LD agar
24h=3 bat 34 0 o 30 [34.3]

r

XLD+SS
24h+3ha37°C+1°C(9.42)

(=

+ apcond isolstion ager

l

Test at least 1 typical or suspect

Seruna su
plastra

c: Platimg-nut A\l= enkﬁl:'?]" (:=

M el I negative, e sddivianal
& marked colonkes (9.5,2) L
l Testare almeno 1 coloma tipica o sospetta.
Se negativa, testare ulteriori 4 colonie
e Hanmsedective agar [$5.2] selezionate (9.5.2)
2 24h£3 hard4 0o 3E T
F |
E
: / \ Apgar non-selettivo (AS 0 AN) (9.5.2)
L 5 24h+3htra34°Ce38°C
Blochemical testing [%5.37 Serological testing {954 ‘5
[&]
Test biochimici (9.5.3) ‘ | Test sierologici (9.5 4)
\/ Espressione dei risultati
Expreasion of rasuits (10} (Punto10)




wicnteyn,  Procedura analitica
Inizio analisi entro 4 giorni dal prelievo

1. Pre-arricchimento: Campione in BPW

LD

18 h atemp. tra 34 °C
e 38°C

q\l!l I""|
=

*
.

i "N 4 =

I 2 !
- N

¥ L )
A4 o RS \
o N {/

) -
' R’ iRt )
>

)

"




u L)
@5 semteyens,  Procedura analitica

1. Semina in piastra: MSRV in XLD, SS agar

XLD

Dopo 24 ha41.5°C
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ez wenons — Procedura analitica

1. Conferma: Test biochimici/sierologici
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La prova deve essere accreditata. Rispettare quanto previsto nella POS DIG 001 NOR,
preferibilmente utilizzare il foglio di lavoro PG DIG 001/11 rev. corrente.

Per I’identificazione biochimica di Salmonella spp. I’utilizzo dell’API 20 E ¢ consigliabile
quando i risultati degli altri test biochimici/sierologici di conferma (TSI, Urea agar,
- LDM, agglutinazione antigeni O e Vi) non diano una chiara identificazione.

Inviare al C.R.E.P. un solo isolato identificato biochimicamente e sierologicamente come
Salmonella spp. Se I’aspetto delle colonie sui terreni (TSI, XL.D, SS) fosse leggermente
diverso, o I’isolato inviato non risultasse appartenere al genere Salmonella, inviare fino a
ey 1solat1 sospetti dlfferentl
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Laboratorio > Fase - Refertazione e
comunicazione esito

La POS DIG 001 NOR prevede la dicitura dell’esito come RILEVATO/NON RILEVATO.

Attenzione alle matrici pesabili (es. feci, polvere, gusci d’uovo) deve essere aggiunta la
dicitura in 25 gr. Le sovrascarpe non sono considerate pesabili. | |

In caso di riproduttori, il C.R.E.P. dovrebbe escludere nel piu breve tempo possibile non solo
la presenza di Salmonella Enteritidis e SalmonellaTyphimurium (inclusa la variante
monofasica), ma anche di S. infantis, S. Hadar e S. Virchow. (sierovarianti rilevanti).

L’esito di rilevata presenza (rilevato=positivita per Salmonella spp.), sia per campioni
ufficiali che autocontrolli, va sempre notificato, seguendo quanto riportato nella IL DIR 002.

Il C.R.E.P. invia nel piu breve tempo possibile il rapporto di prova con la sierotipizzazione,
seguendo quanto riportato nella IL DIR 002. - - .
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7.7 Risposte analitiche

7.7 Risposte Analitiche

Poiche agli esiti analitici & legata 'applicazione di nusure sanitanie. le analisi sul campiond di cwi al Piano hanno
carattere di priorita. Pertanto, 1 laboratorl garantiscomo risposte analitiche oel tempo pit breve possitkle,
compatibilmente con 1 temps necessan all’esecumione delle analisi, che dipendono necessanamente dalle metodiche
utilizzate (vedi anche paragrafio “Metodi di analisi™).

La nsposta analitica (rapporto di prova‘esito) deve nportare indicamone dell’ assenza o presen=za di Safmonella spp.

Ik CasO Preselza [P ey iT PP Ay 1] Prova e IO Eare: AF 0 1 S1er 1150 1
O LMhcamione Ol escilstone o ﬂiE'I’EEp!I. Tilewalti EC-D.IIE‘ PI'E"‘L':I.S{D in caso ol CARITEDIOMY P‘I:'EIE'L“HE nell ampato

dell antocontrollo per le categorze gallme ovailole. polli da came e tacchini da ingrasso), ed esito dell identificazione
di ceppd vaccinali. se del caso.
Wei casi in cui & pecessanc effetfoare nna siercfipizzazione completa (camgpioni ufficiali & canmpioni prelevati
el ambito l:‘-EII sutocontrollo per Ie v::ateepﬂe riproduttor: Gallus gallfis e taa:::hm_t} e il laboratorio & in orado di
1 si i i s inchesa 1a swes variante
monofasica e 5 Infanti= nel caso specifico dei nprodutton Galius sallus, pad sce-ghere di emettere un rapporto di
prooca parmiale o caa resnlt solo tale esclusione per poi pubblicare. a sierotipirzzazione completata, mna infesrarions
del rapporto stesso (esito completo). Wel caso @ temaps per e ssione di uin esito completo, owvvero comprensivo delle
informarzion: relative al sierotipo e alla pesenza di ceppe vaccinali (se del caso) non potessero essere rapidi (ad
esempic quando il laboratorio che esegue Misolamento € diverso da qeello che esepue la sierotpuzzazione. o oguiamndo
il test per identtficare i1l ceppo vaccinale non fosse dispondbile presso il laboratono che ba esegnito Nisolamento efo
la sierotpirzazicne). il laboratorio che ha esegnito Nisolamento dewe emettere rapidamente un rapporto i prova in
cwi viene evidenziata la presenza di Salfmonella spp_. cosi da consentire la rapida applicamione delle misure sanitame.
1 test per 'identificarione di ceppo vaccinale_ in caso di mtilizro di vaccim vivi-atfenuats, deve essere effettuato dal
laboratonio (utilizzando i test mess a disposizione dalle amiende produttricy ded singoli vaccimi wivi attermati), goando
nella scheda accompagnatoria vi sia evidenza che al gmppo sottoposto a campionamentos & stato sonwninistrato 1l
waccino vivo attenuato o quando il responsabile del camypionamento (verbalizzante o suo responsabile) ne faccia
esplicita richiesta.
I rismltati devono essere conmuucati il pit mapidamente possibile al nchiedente Vanaliss

1 rapporto di prova. sia in caso di presenza che assenza di Salmonella spp_. deve inoltre dare evnidenza che il campiome
conferito al laboratorio non rsultava conforme nispetto a queanto previsto dal piano. gqouandoe ci1d viene nilevato dal
latroratorio.

I nisultats delle analisa ottenot: dai laboratori privati autorizzati e dai laboratonn degls [TAFSS hanno wvalidita ed
efficacia i futto il termitorio narionale.
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Laboratorio > Fase - Refertazione e
comunicazione esito

In caso di riportato utilizzo di un vaccino vivo attenuato e riscontro di
Salmonella enteritidis (vaccino Salmovac 440 o vaccino Avipro
Salmonella Vac E) o S. Typhimurium (vaccino Avipro Salmonella Vac
T), contattare il prelevatore per informarlo della p0351b111ta di eseguire
un test DIVA. Qualora ci possa essere il sospetto di
escrezione/contaminazione con il ceppo vaccinale (evento normalmente
difficilmente riscontrabile) il prelevatore puo richiedere di effettuare il
test DIVA. Nel caso, il test DIVA viene eseguito presso la U.O.C.
D.O.DIG o presso il Centro di Referenza Nazionale Salmonellosi

) e\ r A
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All’interno del Cloud IZSLT al seguente
percorso: ’
IZS Cloud/H&S SANITA ANIMALE

Qualita e Sicurezza

!

Armonizzazione delle prove
!
Comunicazione esiti controlli
Ufficiali
Elenco di malattie/agenti patogeni
rilevanti e/o piu frequentemente
identificati presso I'lZSLT

Elenco malattie e agenti patogeni rilevanti efo piu
frequentemente identificati presso IZ5LT

Per un elenco esaustivo delle malattie notificabili/denundabili fare riferimento alla
normativa vigente nazionale ed internazionale.

Tipo patogeno/malattia Specie Tecnicaftipo di asito
Aethins tumida Api Disznostica dinstts
Apnlassia comtaziosa Rumiranti Diaznostica diretta

Arterite virale squing Equici Diagnostica diretta/ingiretta
|Elue Tonguse & malattin emorragica epizootica Rumiranti Diaznostica diretta/findiretta
|Erorchite infettiva Uccelli Diaznostica diretta
Eiruceliosi Turths Disgnostica diretts/ingiratts
Campylobacteriosi [“Vibrosi] penitals bovina Bovini Diaznostica diretta
Caroonchio ematico Tutte Diaznostica diretta

| Cn b mrpdliosi Tutts Diaznoskica diretta
Criptococoosi/iistoptasmosi Tutte Disznostics diratts
Dirterovaioko avisre Wocelli Diagnostica diretta
|Echiroccosi Tutte Diaznostica diretta
IEncetalite winus West Nile Tutts Diaznostica diretta/findinetta
Fabire Catarrals Malisns Ruminanti Disgnostica dirstts

Frebore O Tutts Diaznostica diretta
Hempesvines della carpa Koi Pesci Diagnostica diretta

Infezioni ds orthopo wirus Turtbs Dis=znostica dinstts
Infazions da orthomysovinus Tutts Diaznostica diretta/inciretta
Larinzotracheite infettive Woceli Diaznostica dirztta
Leishmanios Cani e patti Diaznoskica diretta
Leptospiros Tutte Diaznostica diretta/findinetta
Leucosi Bowini Disgnostica indiretts
Listeriosi Tutte Diaznostica diretta

Rl rossing del suino Suidi Diagnostica diretta

Malattin di Newoastis pseudopeste aviare Uccelli Dis=znostica dinstts

Malattis emomragica del coniglio/EEHS Lapomorti Diaznostica diretta

A alattia Vescioolars Sumdi Diagnostica diretta/ingiretia
M etrite contagiosa Equidi Diaznostica diretta
Mixomatosi Lapomorti Diaznoskica diretta

RAorbo: coitale mali=no da Trisenosoma squipardum | Durins] Eﬂﬂ' Diu-nosﬁmdi&'in:‘mﬂ
Morva Equici Diaznoskica diretta

Mierosi ematopoietics infettiva [WEI) Pesici Diagnostica diretta
Mosamins Api Dis=znostica dinstts

Peste europes, Peste am ericana Api Diaznostica diretta

Feste tuing classics = africana Sumdi Diagnostica diretta/ingiretia
Fabbia & lyssavirus Tutte Diaznostica diretta
Rincpolmonite equina EHVL/EHVS Equidi Diaznostica diretta
Rinotrachaite infettiva del bovino [I8R) Bowini Disznostica dinstts
Salmonellosi Tukte Diagnostica diretta
Schmallenbers wirus Rumiranti Diaznostica diretta/findinetta
Satticemia emormgica virske [SEV] Pesci Disgnostica dirstts
Trichimefiasi Tutte Diaznostica diretta
Tricomoniasi Bowini Diaznostica diretta

[TsE Tutte Disznostica dirstts
Tubercolosi bowvins & bufaline, tubercobosi im akre specie Tutts Diaznostica diretta
Tularemia Tutte Diagnostica dinstta

Wiremias primawerile della carpa Pesci Diaznostica diretta

Wirus dell'snemia infettivs sguing Equigi Diaznostica diretta/inciretta
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Comunicazione esito positivo
campione prelevato da autorita competente

1) PEC della ASL di competenza del richiedente/prelevatore:
» Lazio: Dipartimento di Prevenzione

» Toscana: Direzione aziendale

2) PEC della regione di competenza

> Lazio: prevenzmnepromozmnesalute@reglone lazio. legalmall it
» Toscana: regionetoscana @ postacert.toscana.it

3) Email del Ministero della Salute: rdp.emergenze @sanita.it

4) PEC/email della sede di prima accettazione in caso di origine dei
campioni da sede diversa da quella di effettuazione delle analisi
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Comunicazione esito positivo
campione prelevato da veterinario libero professionista

1) PEC della ASL di competenza del detentore:
> Lazio: Dipartimento di Prevenzione

» Toscana: Direzione aziendale

2) PEC della regione di competenza

» Lazio: prevenzionepromozionesalute @regione.lazio. legalmall it
> Toscana: regionetoscana@postacert.toscana.it

3) Email del Ministero della Salute: rdp.emergenze @sanita.it

4) PEC/email della sede di prima accettazione in caso di origine dei
campioni da sede diversa da quella di effettuazmne delle anahSI

5) Veterinario prelevatore/richiedente

6) Detentore
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