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DECRETI, DELIBERE E ORDINANZE MINISTERIALI

MINISTERO DELLA SANITA

DECRETO 15 dicembre 1995, n. 592,

Regolamenta concernente il piano nazionale per la eradicarione .
deiln tiubercoiosi negh alleramenti bovinl e bufalini,

IL MINISTRO DELLA SANITA
DI CONCERTO CON )

1. MINISTRO DELLE RISORSE
AGRICOLE. ALIMENTARI E FORESTALI

‘ Visto. il decreto det Presidente dalla Repubblica 8
febbraio 1954, n. 320, concernente il regolamento di
nolizia veterinaing: '

Visto lart. 2, comma 6, della legge 9 giugno 1964,
n. 615. concernente 1a bonifica sanitaria degli allevamenti
dalla tubercolosi e dalla brucellosi:

Vista la legge 23 gennaio 1968, n. 33, concernente
modifiche alla predetta legge n. 615:

Vista la legge 23 dicembre 1978, n. 833, concerncnte la
istituzione de! Servizio sanitario nazionale:

Vista la legge 28 mapgio 1981, n. 296, che atiua le
direttive CEE 77/391, 78/52 e 79/110 ¢ stabilisce notrine
per l'accelerazione della bonifica sanitaria degli alleva-
menti- dalla tubercolosi e dalla brucellosi: o

Visto I'art. 17, comma 3, della Jegge 23 agosto 1988,

n. 400, concernente la disciplina dell'attivita di Governe ¢
ordinamento della Presidenza de! Consiglio dei Ministr;
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Visto il decreto ministeriale 1° giugno 1968, pubblicato
nella Gazzetta Ufficiale n. 233 del 13 settembre 1968,
concernente il piano nazionale di profilassi deila
tubercolosi bovina, € successive modifiche;

Considerato che con decreto del Presidente della
Repubblica 1° marzo 1992, n. 230, € stato pubblicato ii
regolamento di attuazione delle direttive CEE 79/109,
79/111, 807219, 80/1098, 80/1099, 80/1274, 82/893,
83/646, 84/336, 85/586, 87/439 e 88/406, concernenti
norme sanitarie in materia di scambi intracomunitari di
animali della specie bovina e suina, tenuto anche conto
delle direttive 84/643, 90/422 ¢ 90/423;

Considerato che I’art. 9 del decreto del Presidente della
Repubblica n. 230 recita: «Il Ministro della sanitd, con
propri decreii, adotta regolamenti ai sensi dell’art. 17
della legge 23 agosto 1988, n. 400, per estendere al
territorio nazionale le norme sanitarie previste negli
allegatin;
~ Visto I’art. 13 del decreto legislativo 30 dicembre 1992,
n. 502, concernente il riordino della disciplina in materia
sanitaria; )

Vista la decisione del Consiglio CEE n. 87/58 del 22
dicembre 1986 che istituisce un’azione complementare

della Comunita per U'eradicazione della brucellosi, della
tubercolosi e della leucosi dei bovini; o

Vista PPordinanza ministeriale 2 gennaio 1993 concer-
nente norme integrative per I'eradicazione della tuberco-
losi dagli allevamenti bovini, pubblicata nella Gazzetta
Ufficiale della Repubblica-italiana n. 13 del 18 gennaio
1993 - e T

Sentita la commissione prevista dall’art. 2 della legge 23
gennaio 1968, n. 33, nella s'eduta. del 14 giugno 1994;

Visto il parere del Consiglio superiore di sanita,
espresso nella seduta del 18 gennaio 1995;

Udito il parere del Consiglio di Stato reso nell’adunan-
za generale dell’8 giugno 1995;

Vista la comunicazione alla Presidenza del Consiglio
dei Ministri eseguita in data 30 settembre 1995;

ADOTTA =

il seguente regolamento:

Capitolo 1

. GENtRAm:A

Art.1.
' Obiettivi
1. Il presente regolanlenfo stabilisce le misure sanitarie
da applicare agli allevamenti di bovini e bufalini

dell’intero térritorio nazionale per conseguire la eradica-
zione della tubercolosi bovina. :

2. 11 piano nazionale di profilassi della tubercolosi
bovina ha F'obiettivo di eradicare in tre anni la tubercolosi

dagli allevamenti bovini e bufalini ai fini della tutela delia
saluie pubblica e delia protezione degli allevamenti
vificialmente indenmni.

Art, 2.
Definizioni
1. Ai sensi del presente regolamento si intende per:

a} bovino e bufalino da macello: Panimale della
specie bovina o bufalina destinato ad essere inviato al
macelio direttamente 0 dopo essere passato attraverso un
mercato o un centro di raccolta riconosciuto, per esservi
macellato nelle condizioni stabilite dall’art. 6 della
direttiva n. 64/432/CEE recepita con legge 30 aprile 1976,
k. 397, e successive modificazioni;

&) bovini o bufalini da riproduzione, da alievamento
¢ da ingrasso: gli animali della specie bovina e bufalina
diversi da queili menzionati al punto a) destinati ad essere
avviali verso il lnogo di destinazione direttamente o dopo
essere passati per un mercato o per un centro di raccolta
riconosciuto;

¢) allevamento bovino ¢ bufalino ufficialmente
indenne da tubercolosi; Pallevamento. che soddisfa le
condizioni di cui al capitolo IV art. 12 del presente
regolamento;

d) azienda: il complesso agricolo o la stalla del
commerciante ufficiaimente autorizzata e controllata
situati nel territorio nazionale, nei quali sono tenuti od
allevati abitvalmente bovini ¢fo bufalini da riproduzione,
da ingrasso o da macello; o -

e} veterinario ufficiale: il veterinario dipendente dat
Ministero della sanitd, dalle regioni, dalle province
autonome, o dalle unitd sanitarie locali, o libero
professionista formalmente -incaricato dell’esecuzione
delle operazioni di risanamento;

f) eradicazione: I'eliminazione della tubercolosi e del
relativo agente eziologico dagli allevamenti bovini €
bufalini tramite le opportune operazioni di profilassi;

g) mercato o centro di raccolta riconosciuto:
qualsiasi luogo, diverso dall’azienda, in cui vengono
venduti o acquistati, ¢/o in cui sono stati raccolti, cari-
cati od imbarcati bovini efo bufalini, che sia conforme
all’art. 9 della legge 30 aprile 1976, n. 397,

h) prove diagnostiéhe: tutti gli accertamenti effettua-
ti secondo gli allegati 1 € 2 al presente regolamento per
confermare o escludere l'infezione tubercolare o .Ia

‘presenza dei suoi agenti eziologici;

i) animale infetto: quello che risponde positivamente
alla prova diagnostica ufficiale eseguita conformemente
alle modalitd nportate nell’allegato 1 al presente
regolamento © riconosciuto infetto secondo quanto
previsto dail’art. 7; ’

1) animali allo stato brado: gli animali che vivono in
liberta in un determinato territorio nel quale alimentazio-
ne, riproduzione ¢ movimenti sono liberi senza governo
diretto da-parte dell'uomo se non in occasione della
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cattura per la marcatura, per l'avvio al mercato, per
trattamenti prifilattico-terapeuntici e per Palimentazione
integrativa quali-quantitativa. Tali animali hanno tutta-
via un propiietario.

2. Ai sensi del presente regolamento secondo le
disposizioni di cui al decreto del Presidente della
Repubblica 1° marzo 1992, n. 230, la parte minima del
territorio nazionale a cui pud essere attribuita la qualifica
sanitaria di «ufficialmente indenne» deve avere un’esten-
sione non inferiore a 2000 km? e comprendere almeno il
territorio di una provincia. Per I'ltalia tale arza ¢
jdentificabile col territorio di una provincia.

Art. 3.
Obblighi

1. Il piano di eradicazions della tubercolosi dagli
allevamenti bovini e bufalini & obbligatorio su tutto il
territorio nazionale secondo la procedura prevista dalla
legge 23 gennaio 1968, n. 33, e successive modifiche ed
integrazioni, nonché dal presente regolamento.

2. Con Pentrata in vigore del presente regolamento
tutti gli allevamenti bovini ¢ bufalini e tutti i capi devono
essere identificati ¢ registrati in modo da permettere di
risalire all’allevamento, all'azienda o al centro di
provenienza o di passaggio dei singoli soggetti. In tutti gh
allevamenti bovini e bufalini che non siano destinati
esclusivamente all’ingrasso, anche se¢ allo stato brado, i
capi superiori a sei settimane di etd devono essere posti
sotto controllo con le modalitd previste dall’allegato 1 al
presente regolamento, con obiettivo di pervenire alla
eradicazions della tubercolosi.

3. Negli allevamenti da ingrasso devono essere
introdotti soltanto capi provenienti da allevamenti
ufficialmente indenni e scortati dalla relativa certificazio-
ne. Per questi allevamenti le regioni e province autonome
predispongone, in collaborazione con gli istituti zooprofi-
lattici sperimentali, specifici piani di sorveglianza; attivitd
pianificate di controllo devono essere altresi intraprese in
tale ambito quando si intendono attivare canali di
esportazione, ai fini della rispondonza ad cventuali
requisiti richiesti dai Pacsi di destinazione.

4, Entro il 30 aprile di ogni anno i titolari di
allevamenti bovini e bufalini devono rotificare al servizio
veterinario della unitd sanitaria locale competente per
territorio il proprio domicilio e I sede legale, la ragione
sociale della ditta, nonché la sede e la consistenza
dell’alievamento, I'etd € la categoria dci capi. Eest devono
altresi comunicare, entro otto giorsi, la costituzions di
una nuova azienda od ogni eventuale trasferimento o
variazione numerica dei capi allevati e comunque cgui
mutamento di ditta, ragione o denominazione sociale che
si verifichi successivamente zlla notifica.

5. Entro il 30 giugno di ogni anno il servizio veterinario
della unitd sanitaria locale provvede, previa verifica, a
redigera Pelenco completo degli allevamenti esistenti nel
territorio di competenza.

Capitole I

IDENTIFICAZIONE DEGLI ANIMALI
£p ESECUZIONE DELLE PROYE DIAGNOSTICHE

Art. 4.
Identificazione _ ~

1. 1 codice di identificezione dell’allevamento, dei
bovini ¢ dei bufalini, & riportato nelle singole schede di
allevamento (mod. 2/33), che devono esscre conservate in
apposito schedario della unitd sanitaria Jocale competente
per territorio. Una copia di tali schede deve essere
conservata dal titolare delPazienda presso la .sede
dell'allevaiento per almeno due anni.

2. Con lentratan vigore del presente regolamento
sono ritenuti comunque validi i contrassegni gid applicati
nel corso di piani di profilassi ufficiali attuati in
precedenza. Sono altresi ritenuti validi i contrassegni
applicati agli animali iscritti ai libri genealogici o
sottoposti ai controlli funzionali ufficiali.

At. 5.

Prove diagnostiche e competenze :

1. Le prove ufficiali per la diagnosi delfa tubercolosi
sono quelle indicats nell’allegato 1 che fa parte integrante
del presente regolamento. :

2. Gli interventi diagnostici di cui al presente
regolamento sono effettuati dai veterinari ufficiali.

3. R victato allontanare per qualsiasi motivo i bovini e i
bufalini sottoposti alle prove diagnostiche, prima della
avvenuta diagnosi, salvo autorizzazione della unitd
sanitaria locale competente per territorio qualora si
prospeiti la necessitd di una maceliazione.

4. A prescindere dalla sede legale o di residenza dei
titolari degli aflevamenti, !z operazioni di controlio
diagnostico nei coafronti degli animali che effettuano
alpeggio, tramsumanza o monticazione devono essere
eseguits, di norma, a cura dii servizi veterinari delle unitd
sanitariz locali dove esistono strutture di ricovero o,
comungque, dove gli animali staziorano per il periodo pit
lungo, :

5. Salvo che per Pifivio al mzcello, a partire dall’entrata
in vigore del presente regolamento posseno spostarsi, per
le ragicni di cui al comma 4 del presente articolo, soltanto
i bovini e i bufalini appartencnti ad allevamenti
ufficialmente indenni da tubercolosi. Gli uffici veterinari
regionali provvedono per tempo ad emanare specifiche
dispesizioni per regolementare la materia. ~

6. L'esito degli accertamenti & riportato per ogni
singelo animale sull’apposita scheda di stalla (med. 2/33).

— 5 —
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Capitolo IIT

MISURE PREVISTE PER GLI ANIMALI
SOSPETTI DUHFEZIONE G INFETTI

Art, 6.

Animnali sospetti

1. Un bovino o un bufalino é considerato sospetto di
infezione tubercolare quando:

a) viene in contatto con capi di aflevamenti infetti;

b} le prove diagnostiche effettuate secondo I'alle-
gato 1 al presente regolamento ed interpretate dal
veterinario ufficiale sono da considerarsi dubbie.

2. T casi di sospetto di tubercolosi nei bovini e nei
bufalini devono essere ufficialmente segnalati alla unita
sanitaria locale competente per territorio ai sensi
dell’art. 2 del decreto dal Presidente della Repubblica 8
febbraio 1954, n. 320,

3. Nei confronti degli animali di cui al comma 1 del
presente articolo devono essere immediatamente applica-
te opportune misure di isolamento al fine di evitare ogni
possibile contagio ncli’attesa della diagnosi definitiva.

4. Nessun bovino o bufalino pud entrare o uscire da un
allevamento in cui vi siano animali sospetti d’infezione
tubercolare salvo autorizzazione per P'uscita di animali
destinati all’immediata macellazione, da rilasciarsi ai sensi
del decreto del Presidente della Repubblica 8 febbraio
1954, n. 320, e successive modifiche, nell’attesa della
diagnosi definitiva. :

Art. 7.
Animali ed allevamenti infetti

. 1. Un bovino o un bufalino & considerato infetto da
tubercolosi quando: '

a) reagisce positivamente alle prove diagnostiche
ufficiali;

b) anche in presenza di un esito negativo alle prove
diapnostiche ufficiali, la malattia risulta clinicamente
manifesta o Vinfezione & evidenziata dall’esito positivo di
adeguate ricerche di laboratorio (allegato 2).-

2. Un allevamento & considerato infetto da tubercolosi
qualora uno o piu capi sono dichiarati infetti in base ai
riscontri diagnostici in vita di cui 2l comma 1 o effettuati
post-mortem. -

[ 3
3. 1 casi di tubercolosi nzi bovini o nei bufalini devono
essere ufficialmente segnalati alla unita sanitaria locale
competente per termitorio ai sensi dell’art. 2 del decreto del
Presidente della Repubblica 8 febbraio 1954, n. 320.

4. Qualora gli animali riconosciuti infetti provengano
da aziende ubicate nel territorio di competenza di altra
unita sanitaria locale, il servizio veterinario della unita
sanitaria locale che tramite i veterinari dipendenti ha
operato la diagnosi notifica 'episodio infettivo alla unita

sanitaria locale di provenienza e alla regiope. Se gli
animali provengono dal'estero I'unitd sanitaria locale
inoltra immediato avviso all'Assessoraio regionale alla
sanita e al Mizistero della sanita - Direzione generale dei
servizi veterinan.

5. 1 medici veterinari delle unita sanitarie locali addetti
all’ispezione delle carni devono segnalare tempestivamen-
te ogni riscontro di lesioni tubercolari, negli animali da
macello, tramite 'apposito modello (mod. 10/33), fatta
eccezione per i bovini o bufalini abbattuti in applicazione
del piano di profilassi di Stato contro la tubercolosi
g;);ina, per i quali & prevista la compilazione del modello

3.

6. Al pill presto, e comunque entro otio giorni dalla
avvenuta macellazione, il modello 10/33, debitamente
compilato in ogni sua parte ¢ vistato dal responsabile del
servizio veoterinario dell’unitda sanitzria locale dove ha
sede il macetlo, deve essere trasmesso ai eervizi veterinari
del’'unita sanitaria locale e della regionc ove ha sede
I’allevamento di origine dell’animale infeito. Nel caso in
cui I'allevamento di provenienza ha sede nel territorio di
competenza della medesima unitd sanitaria locale dove &
avvenuta la macelladone, il modello 10/33 deve
comunque essere inviato alla regione competente. L’unita
sanitaria lecale competents provvede a svolgere, non oltre
guindici. giorni, le opportune indagini e le prove
diagnostiche, previste dall’allegato 1 al presente regola-
mento, nell’allevamento di provenienza trasmettendo al
servizio veterinario regionale una sintetica relazione
sull’attivitd svolta e sui provvedimenti adottati.

Art. 8.
Provvedinenti per glhi animali infeisi

i. I bovini o bufalini dichiarati infetti devono essere
subito isolati e macellati, sotto controllo ufficiale, al pit
presto ¢ comunque non oltre trenta giorni dalla notifica
ufficiale al proprietario o al detentore. In via eccezionale,
quando P'abbattimento riguarda un numero di capi
superiore a trenta, I'unitd sanitaria locale competente per
territorio, previo parere favorevole del servizio veterina-
rio regionale e sentito il Ministero della sanitd - Direzione
generale dei servizi veterinar, pud autorizzare un
programma di abbattimento differito che comunque non
si protragga oltre novanta giorni dalla data della notifica.
Nell’eventualita che I'allevatore non provveda a macellare
tutti gli animali infetti, entro il termine massimo fissato
nel programma di abbattimento, il sindaco, su proposta
del servizio veterinario competente per territorio, adotta
apposita ordinanza di abbattimento per i capi rimasti,

2. 1 capi destinati all’abbatlimenio devono esssre

‘marcati immediatamente, all’atlo delf’zcceriamento dia-

gnostico 2 cura del veterinario ufficiale, in corrispondenza
della paric mediana del margine inferiore dell'orecchio (di
norma il destro) con asportazione, a mezzo di apposita
tenaglia, di un lembo del padiglione auricolare a forma di
T, iscritto in un quadrato avente il lato di cm. 2,3 con
P’asta disposta normalmente al margine del padiglione
medesimo, adottando opportune misure per Lmitare al
massimo dolore e sofferenza agli animali,

—_—6 —
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3. Linvio al macello dei bovini infetti deve avvenire
sotto vincolo sanitario presso impianti della provincia ove
ha sede it focolaio o nei macelli di altra provincia della
stessa regione su autorizzazione del servizio veterinario
della unitd sanitaria locale competente, qualora sia
dimostrata I'impossibilita di procedere alla macellazione
nella provincia di origine del focolaio o per problemi
legati alla commercializzazione delle carni. Nei predetti
impiznti la macellazione deve avvenire in modo tale da
garantire la sicurezza degli addetti alle operazioni i quali
devono essere preventivamente informati,

4. Qualora venga diagnosticata la tubercolosi in bovini
che abbiano avuto contatti con soggetti di altri
allevamenti, in parlicolare al pascolo, o all’alpeggio,
'autoritd sanitaria competente dispone che tali alleva-
menti siano considerati tutti sospetti di infezione e siano

sottoposti alle prove diagnostiche ufficiali di cui.

all’'aliegato 1 che fa parte integrante del presente
regolamento. ;

5. Inoltre, dopo [’eliminazione dei bovini di cui
all’art. 7 del presente regolamento e le relative disin-
fezioni: .

a) vengono cffettuate nell’allevamento infetto le
prove ufficiali, previste dallallegato 1 al presente
regolamento per confermare l'avvenuta climinazione
della malattia; o o

b} il ripopolamento di tale allevamento puod
avvenire soltanto dopo che i soggetti, di etd superiore a sei
scttimane, abbiano fornito risultato negativo ad almeno
due prove ufficiali, la prima delle quali eseguita ad almeno
quarantadue giorni dalla eliminazione dell’ultimo capo
infetto, come indicato all’art. 11 del presente regola-
mento. '

Art. 9.
Provvedimenti

1. Negli ellevamenti dichiarati infeiti ai sensi del
presente regolamento si adottano le seguenti dispesizioni:

a) accurata indagine epidemiologica da parte del
veterinario ufficiale in collaborazione con gli osservaton
epidemiologici regionali veterinari, niirata a individuare
'origine della malattia e gli eventuali contatti avvenuti
con altri allevamenti;

b) segnalazione al servizio di igiene pubblica
dell’unitd sanitaria locale territoriaimente competente
defla presenza dell'infezione, unitamente alle misure
urgenti adottate per impedire il contagio all'uomo;

c) censimento per specic e categoria di tutti gl
animali esistenti nell’allevamento;

d) isolamento e sequesiro degli animali infetti e
sospetti dal resto dell'effettivo dell’allevamento;

) macellazione degli animali infetti entro i termini
indicati al punto | del precedente art. 8;

J) accurata pulizia e disinfezione ai sensi dell’art. 10
del prescate regolamento;

g) divieto di monta;

k) la mungitura degli animali sospetti o infetti deve
esserc effettuata separatamente ¢ comunque dopo la
mungitura dei soggetti sani, scguita da accurato lavaggio,
pulizia e disinfezione delle attrezzature e dei locali adibiti
alla mungitura con le modalitd previste dall’art. 10 del
presente regolamento,

i) divieto di qualsiasi movimento da e per
Pallevamento infetto, salvo autorizzazione per 'uscita di
animali destinati ail'immediata macellazione, da rila-
sciarsi ai sensi del decreto del Presidente della Repubblica
8 febbraio 1954, n. 320, e successive, modificazioni;

1) i vitelli o annutoli nati da madri infette devono
essere allevati in condizioni di isolamento ¢ sotioposti alle
opportune prove diagnostiche previste dali’allegato 1 al
presente regolamento al fine di escludere. eventuale
trasmissicne della malattia;

m) impiego del latte delle bovine infette prima
dell’abbattimento, qualora non venga distrutto, unica-
mente per I'alimentazione animale, previo trattamento di
risanamento nell’ambito dello stesso allevamento;

n) timozione dall’allevamento del latte di animali
sani appartenenti ad allevamenti infetti in contenitori
separati, identificati con appositi contrassegni e utilizzato
esclusivamente per la fabbricazione di latte trattato
termicamente o di prodotti a base di latte, dopo esscre
stato sottoposto ad un idone¢o trattamento termico da
effettuarsi sotto il controllo delle autoritd competenti,
Tuttavia detto latte pud essere risanato direttamente
nell’azienda di produzione, a condizione che Pazienda
stessa sia in possesso di specifico impianto per il
risanamento del latte autorizzato dall’autoritd sanitaria
locale e sotto il costante controllo del servizio veterinario
della unita sanitaria locale competente per territorio;

o) sistemazione del letame proveniente dai ricoveri o
da altri locali di stabulazione utilizzati dagli animali in
luogo inaccessibile aglt animali dell’alievamento; il letame
raccolto deve essere sotteposto ad appropriata disinfezio-
ne o conservato per almeno cingue mesi prima dell’uso.
Parimenti devono essere sottoposti ad adeguati tratta-
menti secondo gli allegati al presente regolamento, i
liquami provenienti dai ricoveri o da altri locali di
stabulazione utilizzati dagli animali, qualora non vengano
raccolti contemporaneamente al letame.

Art. 10.
Disinfeziont

1. Entro sette giorni dall'eliminazione dei capi di cui
all’art. 7 e comunque prima dt ricostituire 'allevamento, i
ricoveri ¢ gli altri locali di stabulazione, nonché tutti i
contenitori, le attrezzature e gli utensili usati per ghi
animali, devono essere puliti e disinfettati sotto controllo
ufficiale secondo Iallegato 3 al presente regolamento;
il veterinario rilascia il relativo certificato di disinfezione.
1} reimpiego dei pascoli sui quali hanno precedentemente
pascolato tali animali non pud aver luogo prima di
sessanta giorni dall’allontanamento degli stessi.

—_7 —
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2. Tutti i mezzi di trasporto, i contenitori e le
attrezzature devono esserc puliti € disin fetiali, sotto
controllo ufficiale, dopo ogni trasporto d¢i animali
provenienti da un allevamento i'lfctto noncheé di
prodotti, avarnzi, materiale e sostanze provenienti da tal
animali e che comungue siano stati a contatto con ¢ssi,
Le aree di carico ¢ di scarico degli animali deveno essere
pulite e disinfetlatc dopo l'uso.

3. Le disinfezioni previste per Patinazione del presente
regolamento sono cffettuaic sotto controilo della unitd
sanitaria locale compeiente per territorio utilizzando, ove
presenti, le stazioni mobili ¢i disinfezione.

Art. 11
Controlii

I Megli allevamenti riconosciud infedi, i controlit su
tutti 1 bovini e bufalini di e1d superiore a sei settimane
riprendono dopo almeno soi settimane dall’climinazione
o 'aliontanamento dei capi infetti e relative disinfezioni.
Il ripopolamento ¢ consentito dopo che tali animali
abbiano reagito negativamente a due controlli tuberceli-
nici distanziati di almeno sei settimane. Le misure di cui
all’art. 9 del presente regolamento rimangono in vigore
fino a che la seconda prova non abbia dato esito negativo.

‘Capitule IV

ALLEVAMENTI, PROVINCE E REGIONI RICONOSCIUTI
«UFFICTALMENTE INDENGily DA TUBERCOLOSI

Art. 12,

Allevamento bovine o bufalino
ufficialmente indenne da tubcreolosi

E riconosciuto come allevamento ufficialments
indenne da tubercolost I'allevamento in cui:

@) tutii i capi scno esenti dz manifestazioni cliniche
di tubercolosi;

b) tutti gli animasii i ctd superiore 2 sei settimane
hanno avuto una reazione negativa ad almeno due prove
diagnostiche ufficizii cseguite 1a prima sel mesi dopo la
fine delle operazioni di risanamento di cui ali"ari. 11, Ia
seconda sei mesi dopo la prima ¢ {e successive ad un 2nno
di intervailo. Quando sul territerio nzzionale o in una sua
regione, in ¢ui tuti! i capi sono soggetti alle misurs ufficiali
di lotta contre kv tubercolosi, lo percentuale degh
allevamenti infeiti da tubercolosi non ¢ supetiore all’'l%
in oocasione di due controlll succederniisi a distanza diun
anno, tale intervallo pud essere portato a due anni
Quando la percenmiuale degli allevanenti infeiti non ¢
superiore allo (2% in occasionc di due coatrolli
succedentisi a distanza di due anni, Fintervallo tra ic
prove pud esscre pertato a tre anni. Quando la
pememt ‘!L depli allevamenti infetti nion € superiore allo
0,1% in vecasions di due controlli successivi a distanza di
tre ani, 1i1 icrvallo tra le prove pud essere portato a

quatire anmi ¢/o Fetd alla quale ghi animali devorno cssere
sottopostt a ‘tali controli pu6 essere  poriata . a
ventiquattro mesi. Le regioni, su parere conforme del
Ministero della saniid, possono aumentare l'intervalio tra
i contrelli previa predlsposmo we di specifici pland di
sorveglianza in collaborazione con l'osservatorio epide-
miologico regionale veterinario, o in mancanza di questo
con I'istituto zooprefilattico sperimentale territericlmente
competente;

¢) non é stalo introdotlo alcun bovino o bufalino
serza 1z prevista certificazione (mod. D) di un veterinario
ufficiale in cui si attesti che detto animale proviene da un
allevamento ufficialmenie indenne da tubercolosi. Ggni
capo deve essere sottoposto all’zriivo nella nuova azienda
a prova tubercolinica non prima di quindici giorni e non
oitre quarantadue giorni dopo la partenza dall’allevamen-
to di origine. Durante il periodo necessario per eseguire la
prova ailergica P'animale deve essers tenuto in isclamento.

2. Gl animali che si spostano nell’ambito di un
territorio con qualifica di «uificialmente indenne da
tubercolosin, da almeno due anni ¢ con i 99,8% di
allevamenii in possesso della qualifica inedssima, non
sottostanno all’obbligo dell'efiettuazione della prova
diagnostica di cui alla lettera ¢) del precedentz comma.

3. La prova diagnostica di cui alla lettera ¢) del com-
ma 1, non & richiesta quando sul territorio nazionale la
percentuale degli allcvamenti infetti da tubercolosi &
inferiore allo 0,2% e risulti da un attestato del veterinario

ufficiaie che Ianimaley

a}) & debitamente identificato;

b) proviene da un allevamento ulficizhnente indenne
da tubercolosi;

¢) in cccasions del trasporio non ¢ eatrato in
contatto con bovini o bufalini non provenienti da
allevamenti vfficialmente indenni da tubercolosi.

4. L’attestato previsio alla lettera ¢) del comma 1, pud
non cssere richiesto quando sul territorio nazionale da
aimeno 4 anni almeno il 99,8% degli allevanienti é
ufficialments riconosciuto indenne da tubcercolost e in cui
gli allevamenti non ufficialmente indenni si trovano sotto
controlio ufficiale, ed ¢ viztato il trasferimento di capi da
tali allevamenti salvo che gli stessi siano portati
direttamente al macello sotto contreilo ufficiale.

Art. 13,
Artestazione sanitaria

1. Per gl allevamonti bovind o bufalind riconosciuid
ufficiz!ments indenni i1 cervizio veteripario delly unitd
sanitaria locale commetents per territorio rilascia una
apposita attestazione i «alievamento ufficizlmente
indenne da tubercoiosi sotto il controlio deilo Staton
{mod. E). Tale attestazione ha vna validiid di vn anno.

2. Per i singoli bovini e bufalini o per gruppi di tali
animali appamnenu ad allevamenti ufficialmente indenni
it servizio wveterinario della unitd sanitaria locale
competentc per territorio rilascia, su richiesta degli
interessati, uno speciale certificato comprovante che gli
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animali provengeno da un ailevamento uflicialmente
indenne da tubercolosi scito controllo dello Stato (ino-
delio DY, Tule attestazions ha una validitd di quindici
giorni.

Art. 14,
Province e regioni ufficiaimente indenni ¢a tubercolosi

1, 11 Ministro della canita pud dichiarare ufficialmente
indenne da tubsrcolosi bovina il territorio delle singole
province, di una o wnid gsgionl, Gualora tutti gl
allevemeni presenti sul territoiio somo souoposil @
conitoilo ufiiciale e il §2,8% dzgli ailevament rsulia
ufficialinente indenng durante nnno.

taito i 1005 o fine (i copsentire apli niitd
nento aila Gisp
oncessions della gualifica in ogust
percentuaie di iufeziene sia infe
seclato suila bose ¢ futt gt alievamendd

t g
Qranie i onno,

fiinla a
Lt L

"

s u{ficialmienie

l¢ sue province

indennpe ua tubercoiosi solv qualora tutie
.godeno di iaie qualilca.

PR Pk . T
pud esllre dlenniia
be

Art. 35

Risconro di trbercolesi
it ellovamenti gia wfficialments indenni

1. Qualora in un allevamento bovino o bufalino
ufficiaimenic indenne da tubercolesi un solo animaie
risulti positive 2d una prova diagnostica o qualora reilo
stesso allevamento sia dizgnosiicato un caso di tubsreclo-
si nel corso dell'ispezione post-mertzm, 12 qualifica deve
escerc sospesa fintanto ciie. eliminato entro otto giorni il
capo infetto, iuli i imasenti animali di erd superiore 2ile
sei sctiimane non abbiano reagilo negativamentc ad
almeno due prove Giagrnostiche, la prima deile quali
eficituata almeno due masi dopo Ueliminazione dell’ani-
maie in questione, ¢ 15 seconda ad almeno sel seitimanc di
diztanza.

LViRe ¢ opuikiino
ufficialimente ind ino positivi alle prov
diagnostichz o ailispezione post-morzer, la qualifica di
uffiziaiments fmlenne & revecata fintanto chz tutti i
fmancat cnimall abbiaro reagito negativamente ad
abneno dus cstiche, la prima delle quali
clictinaia =0 0 ¢ oncracioni di

mont conda satmnci dopo la
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di eradicazione della tubercolosi. deve adottars nei
confronti di ciascuna specie le misure previste dalle
specifiche norme vigenti.

2. Allorché, nel corso dei controlli periodici, si sospetti
che Iz persone, clis guali & affidata la custodia degli
animali o che hanno contatti dizetti o indiretti con essi,
reppresoniino un pericolo di diffusions del contagio, il
sarvizio veterinario della unitd sanitaria lecale competen-
te per territorio deve darne cormnunicazicne al servizio di
igiene pubblica.

Art 17,
Misure per e stalle del comunercianti

LS

1.1 commercionti i bovini ¢ bulaiind da rizroduzione
sano tenutl ad attiy iz otalle petiamiznte separate
da cueliz adibite agl 2i Az mazzilo, Tol stalle,

comrletamente isolate, igienicamente idonee e dotate di
rersouale. automezzi ¢d attrezzaiure cestinati esclusiva-
mente ad animali provenienti da alicvamenti ufficialmen-
te incenni da tubercoicsi, indznri o ufTicialmente indenni
da Bbrucellosi ed indenni da leucosi e scortati dalle
certificazioni nazionali od internazionali previste per gli
scambi i animali da slievoamento, scno sotloposte a
controlli veterinari clmeno mensili da parte della uniid
sanitaria locale compeiente per territcrio; in tali staile

eve cssere altresi previsia un'adeguaty separazione tra
animaii indenni e uflicialmente indenni da bruceilosi; esse
devono cssere dotate inoltre delfe attrezzature necessarie
per 1a regolare pulizia e disinfezione dei locali di ricovero
del bestiame.

7. 1 commercianti ¢i cui al comma | sono altresi
obbligati ad annotare su idoneo registro di carico e
scarico, da tencre a disposizione per almeno un anno del
sarvizio veterinario, fa deta di ingresso e di uscita degli
animat roaché i relativi contrassagni di identificazione,
gl estremi del modello 4 (dzcreto <2l Presidente della
Repubblica 8 febbraio 1954, n. 320) ¢ copia del relativo
certificato sanitario.

2. I cortifizati canitari di cui ali’arl. 13 possono essere
rinnovati per uiterior quindiel giormi da parte cel

ont ufficiate se sono riseattate lo misure previste

yetermane
dal precente articolo.

Art. 13
Conferma guaiificke precedenti

er applicazione delie disposizioni delia legge 9
2 i 615, e succassive modificazioni, noncié
delle narme del presente regolamento, restano valide le
gualific! itzriz acquisite nel corso €i operazioni di
Leniiica e profilecsi sid effettuate per conto cello Stato.

1AL promnater] A1 onnimadl ghbatiui 0 maceliaty &
-
:;

i aif
ndeonnitd 2i sensi della legoe 23 gennzio

Frin st T11e] 4
- e aank weaore 4
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3. Il servizio versrinario doii unild sanitana ocoks
COmp2iEnie por t:r;'Lc..u, cu parers conforma doli’asses-
sorato regionale #lis sanitd ¢ ‘dellistiteto zeoprofiiatlico
spermentale compoienic por temtor.o pud disporre
Veliminaziore di anirzii negativi alle provs ufficiali
qualora la situazione epidemiologica, all’interro del’ alie-
vamento, sia tale da farli renere infetti, D tale
operazloqe la regione dad comunicazione aila Direzione
generale dei servizi veterinar Gel Ministero dilta sam: i,
4. Le indennita ¢i cui al preseaie articolo devono csscre
corrisposte eniro novanta giorni dalla data ¢i presenta-
zione delty doniznd: 5, Agli alicvatori a cui
noR Vengone Cu"’ : sipstificaio motivo, lc

indenniid, scno Cove! gl intoressd fsgali matrai dopo i i
novantesitno giorna dalla piosetazions deils domanda

siessa.

Aril. 20

in elfevamenti sprovvisti ai qualifice

Imtrediezione di arii

I. MNegli alicvamenti sottopocti ad operazioni di
risanamento che non abbiano ancora raggiunio la
qualifica anitariz di «offisialments indeaney ai sensi del
prescute rezoizmenty, € vietuia Vintroduzione di boviul o
bufelini non scoricii <a cortificazione comprovante che
PrOveAgono da a nento riconosciuto uificialmente
irderne d1 tabersoizst ¢ che non sono gtall sctioposti,
con £sito pezali i esame uificiale per la tubsreolori
secoads guanto previsio aliiert. 12, comma 1, letiera ¢),
del praseate regolamento,

2. Alratts delliniroduzicne tali onimaii perdesc
comungus la qualifica posseduta.

3. Gii alievamciid éi nuova costituzione devono essers
formati escluzivamenie con capi ufficialmente indenri e
penianto acguisiscona o qualifica propria deghi animali
introdotii.

Ari. 21,
Aderipimenti

1. L'allevatore o il detentore & tenuto ad coffrire la
massima collaborazione per I'esccuzione delle operazioni
¢i risanamento ed in pamcolara deve provvedere al
contenimento degli animeli e rispettare tutti gh obblighi
previsti dal presente regolamento.

2. Gli allevatori che non soitepongono i propii animak
alle operazioni di .eradicazione nci confronti delia
tubercolosi ¢ delia bruceliosi, nen possono:

a) accedere a qualsiasi formsa di contribuzione e/o
p*esuu agevolau erogati da una pubblica amministrazio-
ne, ivi compresi quelli di nawra comunitaria;

b) commercializzare i prodotti latticro caseari per
I'alimentazione umana.

— 10 —
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previamients aulorizzate dal servizio veterinario della
unitd sanitaria locele competente per {erritorio;

o} Timpiego i porsonale G ostalic aflttto da
tubareoloni.

I, Lo rorieni ¢ fo rrovinss £Ri0ROMS SOSIENESRO CON |

¢

{onda loio a r:guu dcl Fondo sanitario nazionale le
spese relative aivcsccuzione delic opsiazioni di cul al
presente regslaments, e ciof

@) lo spese per I gssiione di stazioni mobi di
p
dicinfozione;

b) I¢ spese per i corsi ¢ addestramento e formazions
riserveti ai miedi cl veterinari destinati ad operare per
I'apriicazione delie norme del presente regoiamento;

¢) la pestione del sistema  informativo ¢ la
sorveglianza epidemiclogica;

@) tutie le alire spose nienuls necessaric per
Peradicazions delfa tubercolosi dagli allevamenti. nonchs
il pegamento deile p‘”CSlB/AO!H d=i medici veterinari liberi
p-afe;slo..,su autcrizzati ad operere nell'ambito éei piani
di profilassi e defie indennitd di abbaltimento dei capi
riscontrati infetd ai sensi dei pressnie regolamentc.

2. Qualora le operazioni di profiiassi ¢ di risanamento
d't.La tutercolosi vengano effettuate contestualmente ai
controlli per 1a brucellosi bovina ¢ per la leucost enzootica
viene corrisposto ai veterinari ufficiali un unico compenso
per zlievamento controllato come previsto datla normati-
ve vigente.

At 23,
Fianijicaziove nazionale ¢ regionals

1. 1 Ministoro deliz sanitd, sentite le regiont, ideniifica
L risorse disponibili, gli obiettivi da raggiungere, adotta

n piano triennake r”r I'cradicazions della tubercolosi
bour‘a ¢ individua la sorveglianza epidemiologica come
attivita essenziale por la programmazione e la verifica
delle attivita svolte. INel piano vengono aliresi stabilite le
caratieristiche del sistema informativo specifico per la
tubercolosi e gli indicatori da utilizzare per la verifica dei
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cazento di aggicrnamento annuele suila base ded risvitati
raggiunti neil’anno, dotenninati dail’analisi degli indica-
tori di cui sopra. Per la definizicne e la gestione del
sistema nazionale di sorveglianza e del sistema informati-
vo il Ministero della sanita si avvale det Centro nazionale
di referenza per lo studio ¢ la ricerca in epidemiologia,
programmazion¢ e informazione veterinaria di cui al
decreto del Ministro della sanitd 2 novembre 1991,

2. Le regioni, sulla base delle indicazioni del piano
nazionale, preparano i piani triennali di eradicazione ¢
i aggiornano annuaimente sulla base deile eventuali
modifiche del piano nazionale, nonché dei risultati
raggiunti neli’anno, determinati dallanalisi di specifici
indicatori,

Art. 24,
Abrogazioni

i. II presente regolamento sostituisce ¢d abroga il
decreto ministeriale 1° giugno 1968, e successive
modificazioni. concernente «Fiano nazionale per la
profilassi della tubercolosi bovinan.

Tl presente decreto, munito del sigillo dello Stato, sara
inserito nella Raccolta ufficiale degli atti normativi della
Repubblica italiana. E fatto obbligo a chiunque spetti di
osservarlo e di farlo osservare.

Roma, 15 dicembre 1995

Il Ministro della sanita
GuzzanTI

Il Ministro deile risorse
agricole, alimentari e forestali
LucrETTI

Visto, if Guardasigifli: CAIANIELLO
Registrato afla Corte dei conti i 21 mnaggip 1975
Registro n. | Sanita, foglio n. 108

ALLEGATO 1

ESECUZIONE ED INTERPRETAZIONE
DELLE PROVE DIAGNOSTICHE UFFICIALI

Operazioni preliminari:
1l veterinario ufficiale provvede alle seguenti operazioni:

1) verifica della regisirazione uificiale dell'allevamento e
controllo degli esiti delle prove diagnostiche precedenternente effettuate
e del rispetio degli eventuali provvedimenti emanati;

. 2) raccolta e registrazione sulla scheda ufficiale delle seguenti
informazioni relative all'allevamento e di ogni aliro date utile alia
{ormazione dei rlievi diagnostici ed epidemiologici:

- tipologia preduitiva dell'allevamento,

- consistenza totale dell'effettivo e numero degli animali di ctd
superiofc a sei settimane;

- qualifica sanitaria attribuita all'allevamento;

- movimenti di c¢zpi in entrata ed uscita dopo I'uliimo
controllo di stalla;

3) esame clinico (scmiologia della collettivita) ed identificazione
dei singoli soggetti.

cglio eta diagnostica clhig Gevono comun
wificiale,

1. 'identificazione va praticaia con tatuaggio o marca auricolzre o
altro metodo apposito, approvati dalla competente regione o proviecia
autonoma, sccondo codici ufficiali di identificazione che contengano
anche Vindicazione dell’U.S.L. e defla provincia in cui ha sede
I'allevamento.

L'identificazione deve essexe individuale ¢ deve consentire di risalire
all’allevamento di origine.

Tecnica ed interpretazione delle prove wfjiciali.

Sono riconosciute ufficialmenie le seguenti prove per la diagnosi in
vita di tubercolosi:

‘@) intradermotubercolinizzazione unica: inoculazione singola di
tubercolina PPD bovina (5000 UTC in 0,1 ml);

b) intradermotubercolinizzazione comparativa: incculazione
contemporanea, in punti diversi distanti fra loro circa 12 cm disposti uno
sotto Paltro, delle due tubercoline, aviare e bovina (5000 UTC di
{ubercolina bovina in 0,1 e 5600 U1 di tubercolina aviare in 0,2 ml).

Negli animali giovani, sul cui collo non vi € abbastanza spazio per
effettuare linocutazione delle due tubercoline a distanza sufficiente sullo
stesso lato, potrd risultare conveniente praticare le inoculazioni ai due
lati del colio in due punti corrispendenti;

¢} la tubercolinizzazione deve essere effeituata neila cute del collo
al limite fra il terzo anteriore e il terzo mediano.

Tecnica ed interpretazione delle reazioni di tubercolinizzazione.

Tecnica: tosare e pulire i punti di inoculazione, prendere fra il
pollice e l'indice una piega detla pelle in ciascuna delle zone depilate,
misurare lo spessore con un cutimetro a molla ed znnotame il fsultato,
Introdurre obliqguamente negh strati pil profondi della pelle un ago
corto montato su siringa gradeata in 0,1 mil ed iniettare la dose di
tubercoling. Non & sutorizzata 'inoculazione della tubercolina con
tecniche o strumenti diversi da quelli indicati. L'inoculazione € avvenuta
in modo corretto se la palpazione rivcla un piccolo gonfiore, deile
dimensioni di un pisello, nel punto di inoculazione. A distanza di 72 ore
misurare nuovamente lo spessore della piega cutanea in ciascua punto-¢
annotare i risuitato. Tra ung prova tubercelinica ¢ la successiva deve
intercorrere un periodo di tempo non inferiore alle sei settimane,

Interpretazione delle reazioni: I'interpretazione deile reazioni deve
essere fondata su osservazioni cliniche e sulla registrazione mediante
cutimetro a motla dell'sumento di spessore della piega cutanea nei punu
di inoculazione, 72 ore dopo la prova:

o) reazione negativa: si ¢sserva solo un gonfiore circoscritto, con
aumento di spessore dellz pisga cutanea non superiore a 2 mo senfa
segni ciinici, qusli edema locale diffuso, essudazione, necrosi, dolore ©
infiammazicns dei dotii iinfatici rzgionall o del linfonod;

b) reazions dubbia: non si osservanc scgni clinici come quelli
descritti al punto a) e i"aumemo di spessore deila picga cutanea €
compresa fra 2 e 4 mmy,

¢} teazione positiva: si osservano segni clinici, come quelli
descritti al punto ¢) o si riscontra un aumento di 4 mm o pil dello
spessore della piega cutanca nel punto d'inoculazione.

Gli animali per i quali l'intradermotubercolinizzazione singola non
da esito conclusivo devono essere soltopesti ad un'aitra prova a distanza
di almeno 42 giorni.

Gli animali che non risultanc negntivi alla seconda prova devono
esscre ritenuti posiivi.

In casi particolari, per approfondimento-diagnostico, il servizie
veterinario dell'U.S.L. valuta lopportunitd di ricorrere alla intrader-
motubercolinizzazione comparativa, secondo i scguenti criteri inter-
pretativi.

Reazione bovina negativa. ovvero reazione bovina positiva o
dubbia ma di intensita pen o inferiore alla reazione aviare ed assenza di
segni clinici in entrambi i casi = negativa.

Reazione bovina positiva o dubbia supetiore da 2 a 4 mm alla
reazione aviare ed assenza di segni clinici in entrambi i casi = dubbia.

Reazione bovina positiva, superiore di olire 4 mm alla reazione
avizre, ovverp presenza di segni clinici nel primo caso = posiiva.

— 11 —
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UTILIZZ0 D TRCRICHE ISTOPATOLCGICH E AMMUNOISTO-
CHIMICHE E MOLECOLAR] PER L'EVIDENZIAZIONZE
OF LESION] [ Dl MICOBATTERI TUBERCOLARI SuU
MATERIALE FRESCO E TESSUTI FISSATI DI ANIMALL
PWEETFI MACELLATE O MORTE DA BFFRETTUARSE OVE
RICHIESTO.

A. Lsame analomic-fsio-purelogion.

Il medice veleninario deve esepuire una accurafa ¢ melicolosa
necrosconia del bovino o bufaline abhattnto dopo fa reazione
tubercolinica posiiiva.

La sua atienzione deve esserc vola in particolare aghi oryani di
entrata del micobatterio e cioé polimone, intesting ¢ fegato ¢ soprauutio
sui relativi linfonodi regionali, Su di essi devono essere escguiti pid tagh
paralleli al fine di evidenziare Ueventuaie preseria di tubercoli miliari o
submiliari che ahriment potrehbero sfupgire all'esaminatore,

Una veltz fdscontraia li o le lesioni sospeltaje una parte di esse deve
essere fissata in formaling tamponata al 10%% per gli esami istopatotogicl
&l fine di accenare la diagnosi o, eventualmente. di escguire una diagnost
dilferenzisie da lesioni simili, da paste del lsboralorio autorizeato. Il
luboratorio dovrd escguire sulla sczione istupatologica la nicerca dei
micobaiteri medizme colorazione di Ziehl-Neelsen.

B. Tecwiche imawnpistochimiche.

Mediante utilizzo 6i anticorpi puliclenali ¢ monoclonali ¢ possibite
evidenzisre la presenza di antigeni di micobatter tubercolari m sezioni
di tessuto opportunamente fissiie in formalina tamponata al W% e
incluse in paralfina; il prelievo va eseguito subito dopo {a macctlazione
delianimale, su iessuti con lesioni possibilmente non calcificate.

La tecnica consisie in una colorazione immunoistochimica del tipo
immunoperossidasi indireita, in cui l'amticorpo policlonale (diretio
contro antigeni comuni ai van lipi di micobatteri) o monoclonale
(direlto contro antipeni specifici dei vari micobatteri) si lega ai rispellivi
antigeni presenti n#l tessuto, 1 tessuti infetti presentano pertanio una
positivita finemente granulare nel citoplasma delle celiule giganti, dei
macrofagi ¢ nelie aree necrotiche.

11 inetodo immunoistochimico presenia nunerosi vantupgi. Infatti

consente innanztuito di dinpnosticare un'infezione tubercolare molio
piu rapidamenie rispetto alt'isolamento. In szcondo luogoe presenta una
maggiore specificita ¢ sensibilita rispetto ai metodi di colorazione
istochimica quali fa Zichl-Neelsen, in quanto rileva antigeni  di
mivobatteri. frammenti di microrganismi morti o micobatteri con parcti
wdilettiven (2 differénza della colorazione Ziehl-Neelsen che evidenzia
solo micobatleri intatti) € con un notevele vantaggio sull'isolamento,
che richiede comungue microrganisii vivi.

€. Tecniche di patoviogia moiecolare.

C1. Tbridazione in situ.

It metodo dell'ibridazione in situ si basa sull ocservazione che una
cutena singola di un frammente di DNA o RNA contcnenie una
scquenza complementare si lega al DNA o RNMNA cellulare se esistono
appropriate condizioni di temperatura, forza jonica ¢ pH. Sc poi it
frammente di DNA o RNA vieng preveniivamente marcaio con
sostanze che sepnalino Vavvenuta reazione (imarcanti radioaltlivi oppure
biotina ¢ sisterma ABC) avremo le possibilitd di una locaiizzazione
morfclogica precisa.

Tale tecnica eifeituata su matrizlke fissaio in formaling ed incluso
in paraifina € in grado di abbinare Pelevaia s eeiticila detl’eviaonziazio-
e defia presenza di DA o RNA di micabatien alla localizzazione nalia
fcazione in celivie specifiche.

C2. Reazivae a calena della polimerasi (PCR),

Guesta tecnica & una metodica di amplificazione di un sepmento di
DA, Essa 5i basa suli'osservazions che per la sintesi di uoa nuova
catena nucleotidica, una sequenza di DNA complementare, chiamato
aprimers, deve legarsi agh estremi 3' ¢ §' terminali del segmento di DNA
da amplificare (DNA stampo). In questo modo la sintesi della nuova
doppia catena di DNA avverri ad opera di una DNA-polimerasi
termostabile, attraverso I'addizione di nucleotidi complementari alla

calena-stampo, nelia regone di DYNA posia trit b due cprimerss. Dl
momenrto che ki nuoevd Catena i DNA complenieriars ¢ m prado 6l
ichare § sprimcrie, in ogni ciclo replicativa k1 guantine di DNA
gntetizzaio doppiz rispetio @l ciclo precedenie. con conscrusme
incremento logantmico deiia sequenzs di DNA dastudire t vaniase 4
quost lecnied sond Tappreseniati daiia purerra dok DNA prodotto,
duila clevalissima specriia, daila rapidizt con cuv possono essere
outuawii risuliali aiiamente anendibili e dalla possibibia di amplificare
sequenze piceolissime di DNA (fino a [ ng). Quest'ultima caratteristicn
puo essere utiizzata per tipizzarc i diversi micobatieri patogeni ¢ non
pizsenti in un determinato campione sulta base di minime differenze
specie-specifiche della ssquenza nucleotidica del DNA.

Per Velfetivazione della reazione deve essere disponibile, aimeno
nelle fast inizial dello studio. materiale fresco o congelato {-20%/-80 °C)
entro un'ora dalla morte deli’animale,

TECNICHE [ ISOLAMENTO E DI IDENTIFICAZIONE DR MICOBATTER]

|. Ruccalta e trusporig dei carpioni.

La diagnosi definitiva di tubereolosi, o di aitre micobatteriosi.
richicde che i micobatieri siano isoiati dul materiale fnviato al
laboratorio per la coltura,

L'efficacia diagnostica non dipendc solo dai mictedi usali per la
coltura det micobatteri ma anche dal modo con cui | caimpioni seno stali
raccolli € trasportati.

1.1, Raccohia.

Tessuii. tinfonodi, organi: pezzi di tessuin sespeili di contenere
micebatier vengon raccolti ascilicaniente e messt in comeniton sterili
serva conservanli o iissativi.

1.2. Trasporto.

I casnpione du esaminare deve arrivare il prima possibile ¢ nelle

condizioni mighieri al laboraiorio.

Per i tessuti. qualora Vinvio al laboratorio non sia immedialo, sard
necessario conservare il materiale a 4 + 2 °C per un massimo di quattro
giomi.

Diversamente it campione va congelato,

2. Tecniche di colorazions,

lLa presenza dei micobatteri nei materiali clinici pud essere
dimostrata con Fesame microscopico di strisci colorati wtilizzando la
tecnica di Ziehl-Neelsen.

3. Operazioni preliminari ulla semina: metodi di decortaminazione.

1 mateniale clinico sospetto di contenere micobatieri, & spesso
conlaminato anche da altre specie microbiche. Perlanto prima di
procedere alla semina, i campioni dovranuio essere decontaminatl con
tecniche a diverso grado di lesivitd per micobatteri, rispettando
streltamente i lempi di conlatto con i rispentivi decontuminanti.

Le tecniche sotto descritte possona essere impicgate in alernaiiva.

1.1, Jdrossido di sodio 4%.
- Trattare l'omogenealo con ugual valume di NaOH al 4%
- Mantenere in termostato a 37 °C per 30°

- Neutralizeare it sedimento con acido solferico al 1% goveia &
poecia utilizzando il rosso fenolo come indicators of pil
- Centrifugare per 3% a 3.000 g a 20 °C o per 20" 2 24W g

- Eliminare il surnatante

- Risoupendere i sodimense con 2l di tameons feifaio pil €5 ¢
inaouizre i terreni di coliura cor | mi: destinate Fatiro miliibiro., diluiio
116 in tampone fosfato pH 6,8 ajla incculezione degli ammmali Ga
espennerte, qualora §i voglia ricorrere afla prova bivlogica.

1.2, Segiodedecilsolfato di codio (Laurilsolfntn di sodin} (SDXI)

Aleve + NaOH 1%

- Trattare Fomogenalo con uenil volume di decortan:
3.16% + NaCH 1%)

. Manleneze a lemperalura ambiente in agitazione per 40°

- Agpiungere acido fosforico 1,43% e Porpora di bromocrescho

wnie (SOS

0.005% fino a virapgio dziindicatore sl giallo arancio

—12 —
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- Cemtrifugare por 157 a 2609 oo

- Elminac i surmataai

Risospeaders: il sedimenia in 10 gu 6i seluziore Bsiologicd sterhic

a20°C o per 20" a 2000 ¢

Centrifugare par 13" a 3.000 g

- Risospendere i} sedimento in 2 ml «i tampone fosfato pH 6.3 ¢
moculare con ! mliterreni di coltura;: destinare i'altro miliilitro. diluito
1710 in tampone fosfato pH 6.8 alla moculazione deghi animah da

escerimento, quaiora s1 vogiia ricomrere alia prova biologica.
3.3. Esadecilpiridiniozieruro (HPC) (Cetilpinidiniocloruras CCPY 1,57

- Trattare 'omogcnato con ugual volume di HPC 1,5%

Mantenere a iemperaivra ambiznie i agitazione per 34

Cenirifugare por 15 a 3600 2 2 22°C o per 20 2 2000 ¢

Risospendere # scdimento in 2 ml di tampong fosfato pH 6.8 ¢
inocuiare con 1 mi i tarreni di colura; destinare | altro miliilizro, diluito
1:10 in tampone fosfato pH €8 alla o = d:pfi animali-da
esporimento, quealoiz si vopiia ricorrize alia prova biciogica,

4, Seming e terreni o isclamento.

La seming vient ofigttuata in razigne di 0.2 mi del preparato
wlifizzando i s2gueny terreni colturahi solidi preparati a becco 61 clatino
a diversa seletiviia:

- 2 provetie di Loweastein-Jensen

- | provetta 4i Lowenstzin-Jensen sznza ghicerina con 0,5% di
piruvato di sodio o una provotla ai Stoscbrisk

S. Incubazione delle coltwre.

1 terreni inoculati vanno posti in termostato a 37 °C e una delle due
proveite di Lowenstein-Jensen a 43 °C,

E preferibile usare vn'aumosicra al 5-10% di CO,.

Le colture vanno esmminale in prima letturs dopo 2-5 giorni ed in
seguito settimanalmente per 6-12 seltimane.

6. Inoculazions di animchi da espevimento.

Generalmente Uinoculazione in animali viene poco usata, esistendo
numeross tecniche in vitro per l'isclimento ¢ lidentificazions piv
.....-ulﬁum..

Alia prova biclegica si p-m ricorrere in parzliclo ail'esame
colivrale, nel caso in cui si sospetti la presenza di micotalien in scarso
numero nei campione o usa forte conlaminazions di quesio.

Puo essere utilizzata anche a fini identificativi (vedi tabella).

La prova biclogica classica si effettua inoculzndo contemporanca-
mente } l di omogenaio decontaminato nel muscolo deiia coscia di 2
caviz, 1 ml per via intraperitonale in dee comigli e 1 nil per via
endovencsa in duc polli adulti.

PATGGENITITA DE! MICOBATTERI
KLOGLD ANIMALY DA LABORATORIO

Caria Tello Coaiglio
. bavis . — "
MAT complex — + +

M. tuberculosis + — —

* M. avivm-intrac=lulare complex

7. idemtificazions.
For idontficare 1 omicobatizri € necessasio Dasersy su divera
carafizii
- Tacido resisienza
- tempo, temparatura ¢ asptto di Crewiia

- zssenza di pigmento nei principali micobatleri di interesie
vetesinariv

- tests biochimict

Tab. 2.
IDENTIFICAZIONE PRESUNTIVA
Creseita o

Mizobatsd 37 a3 Lirzaasi Rl::d'ﬁ’z:_:?ic R‘d‘fﬁzq Niacina
tA. boviz L — + + — —
MAI compicx L L — + — —
4. tubercuiosis L — + + + +
Micobatteri r | — : + + N
rapida crescita = -

I = Cresciia lenta >7 gg
R = Crescita rapida <7 gg

Tutte lz prove devono cssere eseguite a partire da colture
abbondanti in attiva fase di crescita e vanno sempre ascompagnate da
coutroilo positivo e negativo.

7.2. Urcasi.

- Inoculare | 0 2 ansate di coltura in 4 mi di brodo contenente urea
(2%), giucosio (0,1%) e rosso fenolo (0,0012%) (colorazione rosso-
arancio} e incubare a 37°C per 3 giomni

- La reazione & positiva per viraggio del colore del terreno verso il
10550 POIPOra . :

7.3, Riduzione del tellurite.

- Inoculare i o 2 ansate di coltura in 5 ml di brodo Middiebrook
7H9 e incubare a 37°C per 7 o pid giomni, firo a crescita visible

- Aggiungere 0,1 ml di una scluzione zcquosa di potassio tellurito
allo 0,2% e reincubare per 4 giornd

- La reazions ¢ positiva quando compare ua przoipitaio nero
7.4. Piduzione dei mitrati.

- Inoculare 1 ¢ 2 ansate di coltura in 1 ml di substrato (Nitrato di
sodio 0,01 M in tampone fosfato 1/45 M pH 7) ¢ incubare per 2
crz per 37°C

- Aggiurgr‘rc 0,1 ml di una soluzione acquosa di acido sulfanilico

allo 0.8% ¢ acido acetico al 28,5% e 0.1 m! di una soluzione acquosa di
N.N-Dimetil-1-naftilammina allo 0,6% e acido acetico al 28,5%

- La reazione ¢ positiva per comparsa di colore rosso
- La reazione & negativa se il colore rosso compare solo dopo
aggiunta di poivere di zinco

7.5. Niacina.

- Aggiungere I ml di acqua distillata sterile ad unz coltura in
Lowenstein-Jensen, lasciare per 2 o5c a temperatura ambiente affinchd
avvenga Vestraziove dal terreno

- Trasferire 0,5 ml dell’estratto in una provetta, aggiungere un
ugual volume di soluzione alcoolica di anilina al 4% ¢ quindi aggiungere
0,5 nil di bromuro di cianogeno al 16% (da non inalare o melre a
contatto con la cute ed eliminare solo dopo alcaiinizearions con NaOH)

- Un immediato sviluppo di coiore giatlo indiza la positvitd della
reazione

Un’aliernativa al matodo sopra dascritto € I'utiizzo di strisce per il
test Niagina reperibiii in commercio.

— 13 —
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ALLEGATO 3

TUBERCOLOS!
Resistenza dei micobeueri nieli amibiente.

Lozsli: fino a 2 anni.

Acqua: fino ad 1 anno,

Terreno: fino 2 2 anni.

Pascoli: fino 2 2 anni.

Letame fino a 2 anni.

Resistono a pH fortemente acido (pH 1) e fortemente alcaline.

Sono rapidamente ipatuivati dalla luce solare,

Fra i microorganismi non sporigeni sono 1 pill resisienti ai
disinfettanti ciimici.

Disinfettanti efficaci.
Fenoii:
fenoli sintelici {oriofeniifenolo);
eresolt (cresoll saponan = lisolo).

Aldeidi:

formaldeide;

giutaraldeide (az + lemix).
Cioro:

ipoclonti;

cloramine.

lodio: iodofori.

Tensiouwivi anfoleri: adone parziak.

Pemcidi: acido peraceiico.

Ossido di elilene.,

Disinfettanti non efjicaci.

Acidi;

minerali;
organici.

Alcali: idrato sodico ece.

Biguanidi: clorexidina.

Tensioattivi cationici: ammoni qualernari.

Disinizzioni nella pratica.
1i wvauamenio deve interessare tutte le superfici con particolurs
riguardo a:
mangiatoie;
tazs d'ubbeverzia e abbevereici;
ceatraline por distribuzions aciomauca ¢ mangime. -

1° trattamenio con soiuzionsa al 3% di fenoli sintetici in idropulitrice
con acqua a 70/8C°C; tempo ai coutativ = 1 h.

¥ eon pompa irroratrice soiuzione 6/8% di formaiina (formaldeide
1,8-2,4%); tempo 6i contauo 3-4 in; oppare ghuaraldeide soiuzions 2%
wnipo 41 contailo = § i,

In ambienti sigillabill auspicabile trattamento aggiuntivo can
formaldeide gas oppure con terraoncoulizzatore.

Lascizre agire per una notte ¢d areggiure per 24 h.

Stalle di montagna reggiungibili a piedi,

Trattamento cen fenoli (pomes a spalla) seguito subito dopo da
fumigazioni con termenebulizzatore {formaldeide + paracioroichuiv).
Stalie con presenza di animali.

Ripetuti interventi con soluzioni di acido peracetico alio C.3%:
T.C. = pochi minui; ipotizzabiiz anuld i'tmmego i alcool etilico
T0% in zcqua,

Pcddocks in terra.

Asportare deiezioni ed un soutiie strzto di terreno; sparzcre unc
strato uniforme di caicio cloruro m ponvere, quingi arare ¢ ruitare.

Consigliati 2acke trattamenti con formaina 12%. acido peraeaticn
1-2%.

Sale di mungilura.

Ipoclorito di sodio 3% - T.0. = 12 ers.

lodofori 3% - T.C. 1/2 ora.

Cioramina T1% - T.C. = 1 ora.

MOTT

AVVERTEMNZA:

1! testo dedie note gui pubblics; (it redaklo a seasi deil’ant. 10,
corema 3, del teste vaico deile dispovizieni salia promuisazione delle
legai. suli'emanazions dei decreri dei Presidenie delia Repubbiica e sulle
pubblicazioni uffici~li della Repubblica italiana, approvaio can D.P.R.
28 dicembre 1985, n. 1092, i solo fine di facilitare la lettura delle
disposizioni di legge aiic guili € operato il rinvio. Restzno avariati it
valore ¢ Tefficacia degli atie fegislavivi qui trascritii.

Nota all'art. 2;

— La legge 30 aprite 1976, n. 397, rece norme sanitarie supli scambi
di avirpail tra U'ltalia e ghi altri Swati membri della Corpurive economica
europea,

Nota all'ari, 15:

— 1 DM, 14 pivgno 1968 che reca norme per 1a corresponsione
dell'indennitd di zbbatlimento, ¢ stato pubblicate nella Gazzeng
Ufficide delia Repubblica itaiiana n. 237 Jel L7 settembre 1968,

Neta all’art. 23:

— Ii D.M. 2 novembre 1991 concernenie Iistituzions del Centro
nazionale di rcferenza per o studio e la ricerca in epidemiologia,
progralmazione e infonnazione velerinaria, € stato pubbiicaio neiia
Gazzetia Ulfficiale n. 265 del 12 novembre 1991,
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