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ANAMNESI
(dati epidemiologici, clinici, patologici, esiti altri esami)

Materiale patologico Prelievo ematico

ESAME ESAME
VIROLOGICO SIEROLOGICO

DIMOSTRAZIONE DEL VIRUS
DIRETTA INDIRETTA

1.2.S.L.E.R.




-Clinical Disease '
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Babiuk et al. (1996) Days After Infection
Vet. Microbiol 53: 31-42

1.2.S.L.E.R. %




DIMOSTRAZIONE INDIRETTA DEL VIRUS

ESAMI SIEROLOGICI

ELISA
WESTERN BLOTTING
SIERONEUTRALIZZAZIONE
AGAR-GEL IMMUNO-DIFFUSIONE
FISSAZIONE DEL COMPLEMENTO
IMMUNOFLUORESCENZA INDIRETTA
INIBIZIONE DELL'TEMOAGGLUTINAZIONE

1.2.S.L.E.R.




ESAMI SIEROLOGICI
SIGNIFICATO ED INTERPRETAZIONE

CAMPIONE DOPPIO v sleroconversione

CAMPIONE SINGOLO v animali SPF

v centri genetici

v Import/export
v compravendite

v piani di eradicazione

1.2.S.L.E.R.




Utilizzo dei test sierologici

v per diagnosticare un’infezione (doppio
campione)

v’ per dimostrare 'assenza di infezione
(campione singolo)

v’ per valutare la prevalenza dell’infezione in studi
epidemiologici o all'interno di un’azienda

v' nei programmi di eradicazione e sorveglianza
v Su sangue anche fetale ed altri liquidi biologici

1.2.S.L.E.R.




Ontogenesi del sistema immunitario

Fagocitosi (90 gg)

Efficace
N attivita
| battericida
(100 gg)

Risposta dei linfociti alla
stimolazione con mitogeni
(70-90 gg)




ELISA

v Test rapido, automatizzabile,

v gli anticorpi evidenziati dipendono dal tipo di
coniugato utilizzato

v’ risposta entro 24-36 ore
v utilizzabile per latte o altri liquidi biologici

v’ presenza di anticorpi “eterofilici” che possono
dare falsi risultati

1.2.S.L.E.R.




ELISA indiretta




ELISA indiretta

I.Z.S.L.E.R.




ELISA competitiva
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ELISA competizione

I.Z.S.L.E.R.




TEST IDEALE

v SENSIBILITA’ : capacita di identificare
correttamente gli animali infetti

v SPECIFICITA’ : capacita di identificare
correttamente gli animali non infetti

v'per entrambi un valore del 100%

1.2.S.L.E.R.




Falsi positivi e falsi negativi

Cut-off
NEGATIVI POSITIVI

Falsi Falsi
NEGATIVI POSITIVI

I.Z.S.L.E.R.




Valutazione della sensibilita e specificita
di un test

v'Sieri di animali sicuramente indenni,
rappresentativi della popolazione

specificita = jnumero negativi al test

negativi + falsi positivi
v'Sieri di animali sicuramente infetti

sensibilita =\numero positivi al test
positivi + falsi negativi

1.2.S.L.E.R.




MALATTIE DELLA LISTA ex - A DELL'O.I.E.

DEFINIZIONE

Malattie trasmissibili a diffusione rapida e gravita particolare, con
potenzialita di estensione fuori dai confini nazionali, con gravi
conseguenze socioeconomiche o di sanita pubblica e che sono di
grande importanza nel commercio internazionale degli animali e
dei loro prodotti. Le informazioni relative a queste malattie
vengono inviate all’O.I.E. con periodicita indicata negli Articoli
1.2.0.2 e 1.2.0.3 del Codice Zoosanitario Internazionale.

MALATTIA VESCICOLARE DEL SUINO
AFTA EPIZOOTICA
STOMATITE VESCICOLARE
PESTE SUINA AFRICANA
PESTE SUINA CLASSICA

I.Z.S.L.E.R.




MVS — CENNI STORICI ED EPIDEMIOLOGICI

Enterovirus (Picornaviridae)
correlato antigenicamente al patogeno umano Coxsackie B5
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Epidemia in
A / e Europa Occidentale
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e Europa Orientale (?)
e Hong Kong

1988 — 19§2 Endemica in

e Italia
e Hong Kong

1992 — 2002 Presente in

e Europa Occidentale
e Taiwan

2006 — Focolai in Italia del Nord




Sierologia : MVS

SCREENING ELISA

Mab, semplice, larga scala

antigeni inattivati 1 gg
|

Positivi o Dubbi

Fine dell'esame Riesaminati in:
ELISA per IgM o Ig6 1gg
SN (ufficiale, lunga, infettante) 3gg

Negativi Positivi

Fine dell'esame Provvedimenti di P.V.

I.Z.S.L.E.R.




Malattia vescicolare del suino
Singleton reactor

v Solo IgM a basso titolo (ELISA e SN)
v"Mai osservata conversione a IgG

v’ titoli scompaiono nell’arco di un mese
v Feci sempre negative

v"Uno (max due) animali sieropositivi per
allevamento

v"Mai osservata sieroconversione in altri
animali

1.2.S.L.E.R.




Singleton reactors nel Piano 2003

Sierosorveglianza in Lombardia e Emilia Romagna
Esami eseguiti a Brescia (Gen — Ott 2003) —» N° 83599

singleton reactors in ELISA
N° =221 - 2.6/1000

confermati positivi in VNT
°=83 ->1/1000

Positivi al secondo prelievo (ELISA & VNT)
°=52-50.6/1000

1.2.S.L.E.R.




Singleton reactors nel Piano 2006

Sierosorveglianza in Lombardia e Emilia Romagna
Esami eseguiti a Brescia (Gen — Ott 2006) — N°40405

singleton reactors in ELISA
N°=44 - 1/1000

confermati positivi in VNT
°=10-0.2/1000

Positivi al secondo prelievo (ELISA & VNT)
°=9-0.2/1000

1.2.S.L.E.R.




Peste suina classica

e [ista A O.lLE.
* Direttiva 2001/89/CE

* Metodiche sierologiche ufficiali
(D.M. 18/10/1991, n°427)

- riduzione delle placche
- indice di neutralizzazione
- sieroneutralizzazione
ELISA (comune pestivirus e “specifica”)

1.2.S.L.E.R.




Peste suina classica

v Prove comparative per differenziare anticorpi
tra BVD e PSC (ceppo Alfort187 per PSC,
mancanza di ceppi di referenza per BVD)

PSC =|!I|| BVD

v ELISA pestivirus e conferma dei positivi in
ELISA specifica e sieroneutralizzazione.

v" Suini positivi pestivirus non PSC in allevamenti
misti 0 aggregati a caseificl

1.2.S.L.E.R.




PSC suini: Indagini sierologiche IZSLEFR
2000 - 2006

Sieri esaminati Sieri positivi PSC

28135 0 250
33048 675

Sieri positivi
pestivirus

49370 901

62521 1039

41944 629

41194 699
40568 579

1.2.S.L.E.R.




RISULTATI

Anno

N° campioni positivi

% campioni positivi su quelli esaminati

Az. Testate % Az. Pos.

I.Z.S.L.E.R.



RISULTATI

Az. suine

26.41%
26.93%
23.58%
24.41%
17.7%

Az. miste

I.Z.S.L.E.R.




PSC Cinghiali : Indagini virologiche e
sierologiche IZSLER 2000-2006

Anno Virologia Sierologia

Esaminati Positivi Esaminati Positivi

318 5 2654 183

203 0 1927 82

23 0 913 24

30 726

1515

639
2125




Malattia di Aujeszky
diagnosi sierologica
v"Metodiche previste Manuale OIE:

- Sieroneutralizzazione siero di referenza ADV]

- ELISA sieri di riferimento ADV1 e 16 sieri UE per
ELISA gE

v"Metodo prevalente di identificazione degli
allevamenti infetti

v In routine vengono usate metodiche ELISA di tipo
competitivo basate sull’uso di anticorpi monoclonali
che evidenziano anticorpi anti-gB e anti gE

v Necessita di metodica di conferma dei risultati

1.2.S.L.E.R.




Malattia di Aujeszky:
confronto tra test sierologici gE

v 117 sieri sperimentali, prodotti attraverso 6 diverse
infezioni in suini negativi o vaccinati, sono stati testati
con 6 kit commerciali e non per la ricerca anticorpi anti

gE
v" Risultati :

- Tutti i presieri e i sieri da animali vaccinati sono risultati
negativi con tutti i kit

- Sieri precoci (5-6 g p.i.) hanno dato esito negativo con tutti
i test (falsi negativi)

- Sieri prelevati dai 7-15 g p.i : risultati discordanti

- Sieri prelevati oltre i 15 g sono stati rilevati come positivi
da tutti i kit

I.Z.S.L.E.R.




Malattia di Aujeszky:
confronto tra test sierologici

Il calcolo della Se e Sp dei kit € stato valutato considerando i 63
sieri post-infezione come sjeri positivie i 56 presieri o post
vaccinazione come s/eri negativi .

Test gE ELISA

Sensibilita (1C95%)

Specificita (IC95%)

I.Z.S.L.E.R.



Malattia di AujeszKky: confronto tra
test sierologici

I.Z.S.L.E.R.



IZSLER Esami sierologici per Aujeszky — gB

H esaminati positivi

51545 51605 50934
46998

. I 44080 I 44960 B 4289] I 45176 B
Ll A ‘I » > 4

2003 2004 2005 2006

I.Z.S.L.E.R.




IZSLER Esami sierologici per Aujeszky - gE

160000 M esaminati positivi

140000

1065062
120000 103047

100000

80000

60000 -

40000 -

20000

I.Z.S.L.E.R.




Malattia di Aujeszky
In laboratorio: problematiche attual

v"Necessita di metodica di conferma dei
risultati sierologici gE ed in un futuro, a
eradicazione avvenuta, anche gB positivi

v"Non esiste test di conferma al risultato
positivo gE se non quello di verificare il
risultato con un altro kit ma i test sierologici
riconoscono |lo stesso epitopo o epitopi
molto vicini

v “Single reactor” (Bascunana et. al. 1997)

1.2.S.L.E.R.




PRRS

e ListaO.l.LE. Sezione 10

 Metodiche sierologiche:
- Immunoperossidasi

- Immunofluorescenza indiretta

- ELISA indiretta

Blockinq: Sieri esaminati in 4 diluizioni
da 1/15 a 1/405

v’ Variabilita antigenica tra ceppi europei e
Americani e all'interno dei gruppi

v Immunita materna: 30-40gg

1.2.S.L.E.R.
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TIPO E DURATA DELLA
RISPOSTA ANTICORPALE

Anticorpi dimostrabili in Elisa e IF/IP
compaiono 7-10 gg post infezione, anticorpi
heutralizzanti si evidenziano dopo 1-2 mesi

In assenza di stimolo antigenico gli anticorpi
non sono piu dimostrabili dopo 4-8 mesi

Durata immunita materna 3-6 settimane

Vaccinazione

I.Z.S.L.E.R.




Eventi dopo l'infezione

IgM: 7 gg. — 35/42 gg.
IgG: 21/28 gg. — 6/9 sett.

Titolo virale nei tessuti

l Anticorpi neutr.: 3-4 sett.

. . ¥ Anticorpi totali
w_ Anticorpi

SN

1.2.S.L.E.R.




Elisa IDEXX interpretazione

< 0.4 negativo

0.4-0.5 aspecifico
(valutazione delle caratteristiche sierologiche del

gruppo)
> 2.5 - 4.5 Sieroconversione da infezione

Vaccinazione con vaccino spento, valori di SP modesti
(a volte negativi)

Scrofe che hanno abortito: SP spesso > 4.5




1DEXX indirett

SP 0.4-4.35

leroconyversivne rilevata DO camp. - DO ctrl neg

precocemente
Ctrl pos — ctrl neg

Studi comparativi:
Concordanza dei risultati
intorno al 93 %

I.Z.S.L.E.R.



PRRS confronto tra test sierologici

Sono stati esaminati in parallelo 246 sieri da infezione sperimentale
ottenuti con prelievi sequenziali di 18 suini vaccinati e infettati dopo 4
settimane e 4 mesi con virus PRRS “diversi”

Risultati :

Test IDEXX (Elisa indiretta)
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I.Z.S.L.E.R.




PRRS confronto tra test sierologici

« Sono stati esaminati in parallelo 1031 sieri di
campo da allevamenti del Nord ltalia

 Risultati :

Test IDEXX (Elisa indiretta)

i

Test IZSLER

ENENCRCE

I.Z.S.L.E.R.




Esami sierologici per PRR
Test IZS- Brescia 2001-2006

esaminati

M positivi

25940
21631~ 0542

15945—t4802—
— 10692 10434 |
I 8136
A A

2001 2002 2003 2004 2005 2006

NEANEANEANEANEAN

I.Z.S.L.E.R.




Esami sierologici per PRR
IZSLER test IDEXX 2002-2006

58164 |

esaminati
— W positivi

42682 43142

———  39796— 40811 —
33736
T R6875
| 20208—
| ‘ll A A e

2002 2003 2004 2005 2006

I.Z.S.L.E.R.




CASO CLINICO

Allevamento a ciclo chiuso
1000 scrofe

No introduzione recente di animali
dall’esterno

No vaccinazione

Ultimo controllo sierologico per PRRS (1
mese prima) ha evidenziato nelle scrofette
risultati negativi o bassi titoli (1/15).

I.Z.S.L.E.R.




Dopo un mese dall’ultimo controllo

 Circa 50 aborti tardivi e natimortalita in pochi
giorni
» Mortalita nelle scrofe (8 casi). Sintomatologia

acuta con dispnea e cianosi auricolare

« Dopo due gironi dall’inizio della sintomatologia
si registravano 70 aborti totali e 10 scrofe morte

1.2.S.L.E.R.




Quali indagini?

 Peste Classica __—~ Indagine virologica

~

Indagine sierologica

» Malattia di Aujeszky
—_— Indagine sierologica

Indagine virologica |g

Indagine sierologica

I.Z.S.L.E.R.




RISULTATI

* Indagine sierologica ELISA IDEXX:
12 campioni SP tra 1,8 e 3
8 campioni SP tra 0,4 € 0,9
12 campioni negativi

NB: 30 giorni prima questi animali erano
sierologicamente negativi o con titoli di 1/15
(ELISA BS-1ZS)

*PCR positiva da feti

1.2.S.L.E.R.




Confronto ELISA IDEXX —
ELISA BS-IZS

3 1/405
2,8 1/405
2,5 1/405
3 1/405

p 1/135
3,1 1/405
2,5 1/405
3 1/405

3,1 1/405

“is = 1,8 1/405
12 Positivi con 29 1/405

SP elevato. 2,8 1/405

I.Z.S.L.E.R.




Confronto ELISA IDEXX —
ELISA BS-IZS

0,4
0,9
0,4
0,6
0,5
0,6
0,4

8 Positivicon SP 04
basso.

I.Z.S.L.E.R.




Confronto ELISA IDEXX —
ELISA BS-IZS

12 Negativi.

)\
N
N
N
N
)\
N
N
N
)\
)\
N

I.Z.S.L.E.R.




Circovirus suino

v'Famiglia Circoviridae
— DNA circolare senza envelope

v'15-17 nm

v'2 sierotipi distinti presenti da molto tempo
nella popolazione suina

v'Sierologia IPMA
IIF
ELISA blocking

1.2.S.L.E.R.




Sierologia Circovirus suino

TIPO 2

PMWS

Sieroconversione a 70-90
Positivita diffusa

NellELISA blocking i sieri vengono
esaminati in 4 diluizioni da 1/10 a
1/10000

Sieri ad alto titolo nel 100% degli
animali in casi di PMWS

1.2.S.L.E.R.
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ELISA PCV2 (2000-2006)

16000 esaminati
14286 B positivi

13587
12372

111549
10589 10735
| — 9639 — 9720
| 8615 B
L | A I‘ ‘ |

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

I.Z.S.L.E.R.




Caso Clinico

Allevamento ciclo aperto di 1000 scrofe, suini di 25-
35 kg spostati in ingrassi separati

Sintomatologia clinica caratterizzata da deperimento
con formazione di scarti e mortalita del 5-10 % tra |
/75 e 1110 giorni

Effettuati controlli batteriologici, virologici e
sierologici

Controlli sierologici su tre gruppi di animali svezzati
prelevati a 52-61, 77-86, 113-122, 139-148 gg per
PCV-2, M. hyopneumoniae, Influenza (NpA)

1.2.S.L.E.R.




Sierologia PCV-2

@ Gruppo 1
B Gruppo 2
O Gruppo 3

113 g9 139 g9

1.2.S.L.E.R.



Sierologia per Nucleoproteina A
Influenza

O Gruppo 1
B Gruppo 2
0 Gruppo 3

139 g9

1.2.S.L.E.R.
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