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Results of zoonoses 
monitoring activities carried 
out in 2017 in 37 European
countries (28 Member 
States (MS) and nine non-
MS).



REQUISITI DI IDONEITA’ DI UN CAMPIONE 
BIOLOGICO

PORRE PARTICOLARE ATTENZIONE A:

Ø Malattie denunciabili e comunque a patologie con risvolti di sanità pubblica.

ØMalattie diffusive “sensibili” che coinvolgano in particolare animali di allevamento.

ØMalattie che prevedono abbattimento del capo e/o dell’intero effettivo presente 

in allevamento.

ØMalattie con POTENZIALE ZOONOSICO!

TBC, Brucellosi, Salmonellosi



http://www.salute.gov.it/imgs/C_17_pubblicazioni_2849_allegato.pdf







2. OBIETTIVO E AMBITO DI APPLICAZIONE

Lo scopo del presente piano è quello di garantire che siano adottate misure 
adeguate ed efficaci di individuazione e di controllo delle salmonelle 

potenzialmente responsabili di zoonosi a livello di produzione primaria, 
ai fini della riduzione della prevalenza e del pericolo per la sanità pubblica. 



2. AMBITO DI APPLICAZIONE

PdAA= Piano di Autocontrollo Aziendale



2. AMBITO DI APPLICAZIONE

Il PdAA è firmato dal detentore degli 
animali ed è presentato al SV, che lo 
approva previa eventuale richiesta di 
modifiche o integrazioni. Copia del PdAA 
approvato deve essere conservata, oltre 
che dal responsabile dell’azienda, anche 
dall’AC.



Ø Riproduttori polli e tacchini

Ø Ovaiole

Ø Polli da carne e tacchini da ingrasso



7. PROTOCOLLO -METODO E TECNICHE DEL CAMPIONAMENTO







BIOSICUREZZA!!



8. GESTIONE DEI CAMPIONI, SIA UFFICIALI CHE DI AUTOCONTROLLO



8. GESTIONE DEI CAMPIONI, SIA UFFICIALI CHE DI AUTOCONTROLLO

SCHEDA DI PRELIEVO 
SCARICATA DA VETINFO GIA’ IN 

PARTE PRECOMPILATA



SIL numero verbale



Ufficiale doveveano essere 
3! Non idoneo!



8. GESTIONE DEI CAMPIONI, SIA UFFICIALI CHE DI AUTOCONTROLLO

SIL accettazione 1 campione solo! VEDI IL DIG 018!!!!!



4. ANALISI DI LABORATORIO



4. ANALISI DI LABORATORIO
POS DIG 001 NOR Rev 3 Salmonella spp. esame colturale ricerca-Metodo ISO



POS DIG 001 NOR 
Salmonella spp. esame 
colturale ricerca-
Metodo ISO

Diagramma della procedura 



4.2.2 Metodi di analisi per la sierotipizzazione 

La sierotipizzazione deve essere basata 
sullo schema di Kauffmann-White-Le Minor.

INVIO DI TUTTI GLI ISOLATI (1 isolato per 
unità epidemiologica) DI SALMONELLA AL 

C.R.E.P. U.O.C. ALIMENTI





Sierotipi rilevanti

RILEVANTI - Vincolo sanitario, animali abbattuti-destinati al macello, uova distrutte o 
pastorizzate, uova non destinate alla cova….

NON RILEVANTI - Il SV, in collaborazione con il veterinario aziendale, deve condurre una IE al 
fine di verificare l’efficacia delle misure finalizzate a impedire l’ingresso e la diffusione di 
salmonelle all’interno dell’allevamento. 'AC può aggiornare la IE già effettuata e richiedere 
modifiche/integrazioni delle misure di biosicurezza. Inoltre può intensificare la frequenza 
dei controlli ufficiali.



AMR

Ci pensa il CREP per noi



4.3.2 Trasmissione isolati a CRN-AR e Analisi del profilo di antibioticoresistenza

SIL numero verbale



DA OEVR: Gentili colleghi,
nell’ambito della attuale analisi sulle criticità sul raggiungimento dei LEA della 
Regione Lazio, abbiamo rilevato una problematica organizzativa del nostro Ente 
sull’implementazione del sistema informativo salmonellosi.
Come sapete il personale dell’Osservatorio alimenta il sistema a partire dalle 
schede di prelievo che voi inviate periodicamente.
Il LEA specifico su questo punto, prevede che i positivi vengano inseriti a 
sistema in un tempo massimo di una settimana. Ovviamente si intende (anche 
se non specificato) che è necessario introdurre l’esito positivo riferito 
all’identificazione anagrafica del gruppo di animali soggetti a prelievo, ANCORA 
PRIMA dell’identificazione del sierotipo.

Per riuscire in questo compito, è 
necessario che NON APPENA 
VENGA ISOLATO un ceppo di 
Salmonella spp., la corrispondente 
scheda di prelievo venga inviata, in 
cartaceo o scannerizzata, 
all’indirizzo dell’osservatorio 
oevrf@izslt; simone.corzani@izslt.it
Se vi fossero delle difficoltà a comportarsi come descritto o 
per qualsiasi altro dubbio, potete far riferimento alla 
sottoscritta o al Dr. Andrea Carvelli.

mailto:simone.corzani@izslt.it




IL DIG 018



IL DIG 018



IL DIG 018



Ø Brucellosi
ØTuberculosi (TBC)

Rilevanti per:

üSanità Pubblica (zoonosi) 
üSanità animale
üScambi e commercio nazionale ed 

internazionale
üCausano rilevanti danni economici

Ø In Italia soggette ad eradicazione!!! Denunciabili!
Ø Brucellosi: Decreto Ministeriale 15 Dicembre 1994, n. 651; Decreto Ministeriale 15 Dicembre 1992, n. 453

Ø Tubercolosi: Decreto Ministeriale 15 dicembre 1995, n. 592



Brucellosi

• Nell’uomo anche conosciuta come febbre 
ondulante, febbre maltese o febbre del 
Mediterraneo.

• Colpisce diverse specie animali fra cui: 
bovini,ovi-caprini,suini,cani, cavalli 
animali selvatici e animali marini.



Brucellosi
ØDistribuzione

Ø Mondiale
soprattutto è diffusa nei paesi del Mediterraneo, in India, 
nei paesi mediorientali, nell'Asia centrale e in America 
Latina. 

Ø Eradicata in alcuni paesi



Brucellosi

Ø Greece (0.87 cases per 100,000 population), Italy (0.16), Portugal (0.16) 
and Spain (0.14) together accounting for 72% of all confirmed cases 
reported in 2017.



Brucellosi
Allevamenti bovini positivi



Brucellosi
Allevamenti ovi-caprini positivi



Eziologia
ØBrucella spp.

ØGram negativo, coccobacillo molto piccolo (0,6-2,0 x 0,3-
0,5 µm).

ØPatogeno intracellulare facoltativo.

ØPuò persistere nell’ambiente 
anche a lungo.

Relatore
Note di presentazione
In cattle, bison and buffalo, brucellosis is mainly caused by Brucella abortus, a Gram-negative coccobacillus or short rod. This organism is a facultative intracellular pathogen. Up to nine B. abortus biovars (1-9) have been reported, but some of these biovars differ only slightly and their status is unresolved. Other Brucella species uncommonly associated with disease in cattle include Brucella melitensis and B. suis. Genetic and immunological evidence suggests that all members of the genus Brucella are closely related, and some microbiologists have proposed that this genus be reclassified into a single species (B. melitensis), which contains many biovars. This proposal is controversial, and both taxonomic systems are currently in use. Brucella species can persist in the environment invariably depending on temperature, pH, and humidity.

[Photo: Micrograph of Brucella organisms. Brucella spp. are gram-negative in their staining morphology. Brucella spp. are poorly staining, small gram-negative coccobacilli (0.5-0.7 x 0.6-1.5 µm), and are seen mostly as single cells and appearing like “fine sand”. Source: CDC Public Health Image Library #1901]



Eziologia
• Responsabili dell'infezione sono otto 
specie appartenenti al genere Brucella: 

• B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. 
canis, B. ovis, B. neotomae, B. ceti e B. 
pinnipedialis….B. microti..altre Brucella spp.

• Le prime tre divise in biovars sulla base 
delle caratteristiche colturali e 
sierologiche.
B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis gruppo di pericolo 3!

Relatore
Note di presentazione
In cattle, bison and buffalo, brucellosis is mainly caused by Brucella abortus, a Gram-negative coccobacillus or short rod. This organism is a facultative intracellular pathogen. Up to nine B. abortus biovars (1-9) have been reported, but some of these biovars differ only slightly and their status is unresolved. Other Brucella species uncommonly associated with disease in cattle include Brucella melitensis and B. suis. Genetic and immunological evidence suggests that all members of the genus Brucella are closely related, and some microbiologists have proposed that this genus be reclassified into a single species (B. melitensis), which contains many biovars. This proposal is controversial, and both taxonomic systems are currently in use. Brucella species can persist in the environment invariably depending on temperature, pH, and humidity.

[Photo: Micrograph of Brucella organisms. Brucella spp. are gram-negative in their staining morphology. Brucella spp. are poorly staining, small gram-negative coccobacilli (0.5-0.7 x 0.6-1.5 µm), and are seen mostly as single cells and appearing like “fine sand”. Source: CDC Public Health Image Library #1901]



Sorveglianza delle Zoonosi: 

Brucellosi

Cenni di epidemiologia

•Le brucelle hanno ciascuna un ospite d'elezione, che ne rappresenta il 
serbatoio di provenienza:

B. suis 

B. abortus 

B. canis

B. melitensis                        

B. ceti/pinnipedialis

Dr. Virginia Carfora 2017



L’INFEZIONE
Ø Infezione persistente (life long)

Ø Escrezione del microrganismo attraverso
prodotti dell’aborto (aborted fetus,
afterbirth, vaginal discharge) e secrezioni
mammarie (latte).

Relatore
Note di presentazione
In cattle, bison and buffalo, brucellosis is mainly caused by Brucella abortus, a Gram-negative coccobacillus or short rod. This organism is a facultative intracellular pathogen. Up to nine B. abortus biovars (1-9) have been reported, but some of these biovars differ only slightly and their status is unresolved. Other Brucella species uncommonly associated with disease in cattle include Brucella melitensis and B. suis. Genetic and immunological evidence suggests that all members of the genus Brucella are closely related, and some microbiologists have proposed that this genus be reclassified into a single species (B. melitensis), which contains many biovars. This proposal is controversial, and both taxonomic systems are currently in use. Brucella species can persist in the environment invariably depending on temperature, pH, and humidity.

[Photo: Micrograph of Brucella organisms. Brucella spp. are gram-negative in their staining morphology. Brucella spp. are poorly staining, small gram-negative coccobacilli (0.5-0.7 x 0.6-1.5 µm), and are seen mostly as single cells and appearing like “fine sand”. Source: CDC Public Health Image Library #1901]



Brucellosi

Modalità di trasmissione e patogenesi: 
Bovini e ovicaprini

Secrezioni, deiezioni, prodotti abortivi e placenta animali infetti. 

Via digerente,genitale, oculo-
congiuntivale 

Linfonodi regionali

milza,fegato,midollo osseo e linfonodi
Aborto 6-7°mese 
gravidanza

Aborto 3-
4° meseStato di quiescenza

Micro-
mastite

Problemi genitali maschio

Dr. Virginia Carfora 2017



La malattia (ruminanti)
ØFemmine
ØAborti, natimortalità, animali nati deboli
ØRitenzione placentare, metrite
ØDiminuzione produzione latte-Micromastite 

subclinica

ØMaschi
ØEpididimite, orchite

ØInfertilità, artrite

Relatore
Note di presentazione
In cattle, B. abortus causes abortions and stillbirths; abortions usually occur during the second half of gestation. Some calves are born alive but weak, and may die soon after birth. The placenta may be retained and secondary metritis can occur. Lactation may be decreased. After the first abortion, subsequent pregnancies are generally normal; however, cows may shed the organism in milk and uterine discharges. Epididymitis, seminal vesiculitis, orchitis or testicular abscesses are sometimes seen in bulls. Infertility occurs occasionally in both sexes, due to metritis or orchitis/epididymitis. Hygromas, particularly on the leg joints, are a common symptom in some tropical countries. Arthritis can develop in some long-term infections. Systemic signs do not usually occur in uncomplicated infections, and deaths are rare except in the fetus or newborn. Infections in nonpregnant females are usually asymptomatic. 

[Photo: Cow and calf. Source: wikimedia.commons] 



Brucellosi

Modalità di trasmissione : Uomo

Via transcutanea: 
contatto diretto con 
materiale biologico di 
animali infetti 
brucellosi occupazionale

Via aerogena e Via 
congiuntivale: aerosol, 
mani contaminate
brucellosi in personale 
di laboratorio
Agente classe III!

Via alimentare: Consumo di 
latte infetto non sottoposto ad 
adeguato trattamento termico 
o prodotti derivati freschi
Paesi industrializzati-Italia

Dr. Virginia Carfora 2017



ACCETTAZIONE CAMPIONI SOSPETTI BRUCELLOSI

Focolaio 2015…All’uopo si raccomanda di
CONFEZIONARE i campioni dopo il prelievo
in IDONEI contenitori a tenuta, nel rispetto
delle norme di biosicurezza, avendo cura di

identificare correttamente ogni singolo
campione ed inviarli nel piu’ breve tempo 

possibile al nostro Istituto, trasportandoli a 
temperatura di refrigerazione.



DOCUMENTO DI ACCOMPAGNAMENTO

Verbale di prelievo:
• Documenti allegati a: Gazzetta ufficiale, 

Normativa, Piani Nazionali e Regionali (no 
modulistica contraffatta, riprodotta o 
personalizzata).

• TBC e BRUCELLA:

VERBALE OSSERVATORIO EPIDEMIOLOGICO 
VETERINARIO REGIONALE. REGIONE LAZIO



BRUCELLOSI MODULISTICA



TUBERCOLOSI MODULISTICA



BRUCELLOSI E TUBERCOLOSI: ACCETTAZIONE

ØDeve essere presente la Modulistica specifica con le informazioni 

previste.

Ø Attenzione ai dati anagrafici: 

Detentore = Allevamento di origine, NO macello! 

Per identificare allevamento infetto serve Cod. aziendale 

allevamento di origine, matricola animale!



BRUCELLOSI E TUBERCOLOSI: ACCETTAZIONE

ØVerificare corrispondenza/congruità organi!

Ø Invio campioni                    Inviare direttamente 

in sede centrale organi refrigerati!

Per qualunque dubbio contattare 
l’accettazione centrale e/o il 

laboratorio!!!

Se le cose non tornano contattare il prelevatore!



Brucellosi Diagnosi
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 

Terrestrial Animals Chapter 3.1.4.
Brucellosis (Brucella abortus, B. melitensis and B. suis) (infection with B. 

abortus, B. melitensis and B. suis ) (NB: Version adopted in May 2016)
http://www.oie.int/en/international-standard-setting/terrestrial-manual/access-online/

There is no single phenotypic test by which a bacterium 

can be identified unequivocally as Brucella. Accordingly, 

for a definitive identification, a combination of growth 

characteristics, serological, bacteriological methods is 

required (Alton et al., 1988; Joint FAO/WHO Expert Committee on Brucellosis, 1986).

http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health_standards/tahm/2.01.04_BRUCELLOSIS.pdf


Brucellosi diagnosi diretta

• IZSLT ha una Procedura Operativa 
Standard per l’esame colturale di Brucella
spp. accreditata secondo ISO/IEC 17025 
Standard.

• POS DIG 009 NOR.

• Manuale OIE cap 3.1.4, maggio 2016



Diagnosi diretta: Scopi

ØRilevare e determinare le species/biovars 
coinvolte

ØAffrontare il problema (anche dopo 

l’eradicazione) di risultati falsi positivi 
sierologici… (e. g. singoli o pochi reactors)

• I test indiretti (serology) sono imperfetti per 
definizione…

• Rose Bengal Test ha «solo» 99.0% DSp!!! 
(DSp= Diagnostic Specificity)!



RBT =DSp (99.0%; 
95% CPI: 98.0; 
99.6%)

Indirect tests may detect 
cross-reacting antibodies
resulting from
exposure to other micro-
organisms such as
Salmonella urbana O:30, 
Escherichia coli O:116, O:157, 
Yersinia enterocolitica O: 9,
etc.

AGENTI INTERFERENTI!

AGENTI INTERFERENTI CROSS-REAGENTI!



Ricerca Agenti interferenti cross-reagenti nelle feci

• Nelle feci la Brucella non viene escreta! 
(non caricare prova Brucella)

• Presenza di un agente interferente cross 
reagente non significa assenza di 
Brucella!

• Può essere di aiuto per aiutare a chiarire 
singoli casi di false positività!

• Prove da caricare SIL: Salmonella, Yersinia, Entero, Non 
entero, O157

Brucellosi cross-reacting antibodies





Complement fixation test (CFT) 

is the Gold Standard for 

International Trade



L’isolamento è lento, costoso e difficile, ma 
dovrebbe essere eseguito quando possibile 
per confermare la malattia e determinare le 
species/biovars coinvolte. 

Necessita di: 
•Campioni adeguati (tipo, numero, ben 
conservati);
•Terreni specifici di coltura e di incubazione;
•Tempi lunghi (fino a 6 settimane);
• Biosafety/Biosecurity.

Diagnosi diretta

Manual of Diagnostic Tests and 
Vaccines for Terrestrial Animals  
Chapter 2.1.4.



Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals  Chapter 2.1.4.

Biosafety / Biosecurity:

At least a Class II Safety Cabinet 

Better in a BSL 3  laboratory!

Brucellosis is also one of the most easily acquired laboratory infections, 
and all laboratory manipulations with live cultures or potentially 

infected/contaminated material must be performed at an appropriate 
biosafety and containment level determined by biorisk analysis (see 

Chapter 1.1.4 Biosafety and biosecurity: Standard for managing 
biological risk in the veterinary laboratory and animal facilities).



Campioni di elezione per l’esame colturale

ØTessuti (linfonodi, milza, organi ripoduttivi 
femminili e maschili).

ØFeti abortiti (contenuto dello stomaco, milza e
polmone).

Ø Secrezioni vaginali

Ø Latte e prodotti lattiero caseari

Ø Fluidi da igromi
Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.1.4.



Brucellosi-Diagnosi diretta: Gestione campioni

•POS DIG 009 NOR

ØTutti i campioni dovrebbero essere refrigerati
(4-10°C) immediatamente dopo il
campionamento e trasportati al laboratorio nel
più breve tempo possibile.

Qalora i campioni non possano essere sottoposti a
prova colturale entro 48-72 h dal prelievo è
opportuno che vengano congelati a -20 ± 5°C.

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.1.4.



Brucellosi-Diagnosi diretta -Esame colturale
•POS DIG 009 NOR

Ø9.2 Isolamento

ØL’isolamento si ottiene generalmente mediante
l’effettuazione di colture in parallelo su terreni
solidi e terreni liquidi di arricchimento selettivo.

ØFarrell’s Medium (FM)
ØCITA Medium (CITA)
ØTSB1 o TSB2 (terreni liquidi)

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.1.4.



Brucellosi-Diagnosi diretta -Esame colturale
•POS DIG 009 NOR rev. 10

9.3 Identificazione
Tutte le colonie che mostrano le caratteristiche fenotipiche
riferibili a Brucella spp. dovrebbero essere identificate
utilizzando una combinazione dei seguenti test:

-Esame morfologico del microorganismo mediante
colorazione di Gram;
-Test dell’ossidasi;
-Test dell’ureasi;
-Test di agglutinazione con siero policlonale anti-Brucella.
-Altri testi biochimici (API 20 NE)



Primary culture (at 7 days)

Ovine abortion  on Farrell’s medium (B. melitensis 3)



Phenotypic characteristics of Brucella spp.

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4d/BrucellaMelitensis.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fa/Brucella_spp.JPG


Brucella spp. 
Esame colturale-

Allegato n° 2:
diagramma di 
flusso per la 

ricerca di Brucella
spp.

PREPARAZIONE DEL CAMPIONE A 
SECONDA DELLA MATRICE COME DA 

PUNTO 9.1

-SEMINARE IL CAMPIONE SU 
TSB1 E/O TSB2
-INCUBARE A

(37 ± 2) °C  5-10% CO2 PER 72-96 h

DOPO 72-96 h ESEGUIRE   1°
SUBCOLTURA  SU

FM E CITA 

-RIPETERE SUCOLTURE SU FM E CITA 
OGNI 7 GG 

(MAX 6 SETTIMANE)
-INCUBARE LE SUBCOLTURE A

(37 ± 2) °C  5-10% CO2 PER  7-10 GG

FM E CITA  NEGATIVI

FM O CITA POSITIVI
PROVE DI IDENTIFICAZIONE:

-ESAME MICROSCOPICO
-TEST OSSIDASI
-TEST UREASI

-SIERO-AGGLUTINAZIONE
-EVENTUALI ALTRI TEST OPZIONALI

-SEMINARE IL CAMPIONE SU 
FM E CITA

-INCUBARE A 
(37 ± 2) °C  5-10% CO2 PER  7-10 GG

FM O CITA POSITIVI
PROVE DI IDENTIFICAZIONE:

-ESAME MICROSCOPICO
-TEST OSSIDASI
-TEST UREASI

-SIERO-AGGLUTINAZIONE

ESITO NEGATIVO

ESITO POSITIVO

ESITO POSITIVO



Ø Polymerase chain reaction (PCR) methods are 

additional tools to detect the presence of Brucella.

• 1. d) Nucleic acid recognition methods
“The PCR, including the real-time format, provides 

an additional means of detection and 
identification of Brucella sp. (Bricker, 2002; 
Bricker et al., 2003; Bricker & Halling, 1994; 
1995; Garcia-Yoldi et al., 2006; Hinićet al., 2008; 
Ocampo-Sosa et al., 2005). (….)”

Diagnosi diretta - PCR

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals  
Chapter 2.1.4.



PCR testing (Brucella spp.): 

ØEnd-point PCR: specific primers for the 

amplification of a sequence of 223 bp 

(BCPS31, Baily et al., 1992; primers: Elfaki et 

al., 2005)

ØReal-Time PCR (Bounaadja et al., 2009)

Brucellosi-Diagnosi diretta - PCR

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.1.4.



BCPS31 PCR (223 bp amplicon)

End-point PCR



Detection & Identification by Real-Time PCR

Real-Time PCR based on IS 711 locus



Gli isolati di Brucella spp. saranno inviati 

per una ulteriore caratterizzazione e per 

una definitiva identificazione di specie 

e di biotipo presso un Laboratorio di 

Riferimento Nazionale, Comunitario o OIE

(IZS Abruzzo e Molise). 

POS DIG 009 NOR rev. 10

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.1.4.



Brucellosi-Diagnosi diretta : Caratterizzazione 
molecolare

Scopi: 
ØRilevare e determinare le species/biovars 

coinvolte sul territorio (con cosa abbiamo a 
che fare?). 

• Epidemiologia molecolare….
• Correlazione tra casi umani e casi negli animali

Strain characterization is important !!



ØMultilocus Sequencing Typing (MLST) 

ØMultiple locus variable number of tandem repeats 
analysis (MLVA)

ØOra NGS-WGS 

Brucellosi-Diagnosi diretta: Caratterizzazione 
molecolare

Metodi molecolari utili per ottenere informazioni 
epidemiologiche= Epidmiologia molecolare:
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Dr. Marcello Sala 2017



Lazio: trend BRC ovina-caprina
2000-2015
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Dr. Marcello Sala 2017

Brucella melitensis biovar 3 



Figura 1. Albero filogenetico tipo 
UPGMA che rappresenta le 
connessioni tra i vari profili 
analizzati. In rosso si evidenziano i 
due cluster individuati.

Figura 2. Minimum Spanning tree ottenuto 
con metodo goe-Burst rappresentante le 
connessioni a singolo locus tra i genotipi del 
focolaio e quelli presenti nel database LRN 
per le Brucellosi

Isolati B. 
melitensis 3 da 
epidemia di 
Brucellosi in 
provincia di 
Frosinone, 
2014-2016 

2 Clusters: Frosinone e Roma

Roma

FR
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BRUCELLOSI ITALIA  2012-2016

Dr. Marcello Sala 2017



ØAree endemiche italiane rappresentano il principale 
fattore di rischio (tuttora presente) per la 
reintroduzione della BRC nel Lazio e nella Toscana

ØIl principale fattore di rischio per la eventuale 
diffusione della BRC risiede nella efficacia e tempestività 
delle azioni a livello locale (Asl-distretto)

Dr. Marcello Sala 2017

Conclusioni  



Brucella suis biovar 2-Toscana 2019-2020

• 5 biovars, of which the frst three only considered capable 
of infecting swine

• Widespread in Europe (Western & Eastern), including 
Italy, France, Portugal, Germany

• Many wild boar (meta)populations do maintain B. 
suis 2 in Europe

Brucella suis



Rischio per suini allevati allo stato brado o semi-
brado- Toscana cinta senese e non solo! 
Biosicurezza!



Toscana 2019-2020 Brucella suis biovar 2
Circolazione dell’infezione da Brucella suis 

biovar 2 nel circuito degli allevamenti di Cinta 
Senese della Toscana

Piano regionale ad hoc



Brucella canis 2020 

• Diffusione da allevamento illegale cani in provincia di 
Ancona

Brucella canis



la tubercolosi (TBC) è una malattia infettiva dell’uomo e 
degli animali con decorso cronico, caratterizzata dalla 
formazione di noduli (tubercoli) e processi essudativi. 

•Nell’uomo è causata principalmente da Mycobacterium 
tuberculosis mentre la TBC bovina/bufalina è sostenuta da 
M. bovis. Anche M. bovis può essere causa di tubercolosi 
nell’uomo (zoonosi) 

•Malattia antichissima: Lesioni ossee rinvenute in scheletri 
umani dell’età della pietra e in mummie egiziane e 
peruviane. Legata nel passato soprattutto al consumo di 
latte crudo (M. bovis)

TBC



ØPatologia con effetti socio-economici e 
di salute pubblica di notevole rilevanza

Ø Impatto significativo nei confronti del 
commercio internazionale di animali e 
prodotti animali.

ØLa sua diffusione è mondiale

TBC bovina



TBC Uomo



TBC
Casi umani dovuti a M. bovis

M. bovis cases represented 0.4% of all confirmed tuberculosis cases



TBC
Allevamenti bovini positivi



Forma bastoncellare, asporigeno, immobile, strettamente 
aerobio, se sottoposto a colorazione di Ziehl-Neelsen 
essendo acido-resistente, assume regolarmente un 
caratteristico colore rosso

Il serbatoio principale è il bovino ma possono 
essere colpite molte altre specie domestiche (capre, 
pecore, pets, cavalli…) e selvatiche 
(tassi,cinghiali,bisonti,antilopi,volpi,ratti…) 

Eziologia TBC bovina e bufalina

M. bovis



Eziologia

Persiste nell’ambiente!

M. tuberculosis complex

•M. tuberculosis
• M. africanum (subtype I e II)
• M. bovis
• M. bovis BCG
• M. microti
• M. caprae
• M. canettii
• M. pinnipedii 



ØVia erogena tramite aerosol è la più frequente 

via di infezione, seguita dall’ingestione di 

materiale contaminato.

ØTrattamento: unico metodo è la rimozione 

(macellazione) di tutti gli animali infetti ed 

esposti.

L’infezione



Sintomi TBC bovina

Spesso subclinici !! 

…….. Quando presenti, spesso non 

caratteristici/distintivi! 



Sintomi TBC bovina
ØPerdita di peso graduale,nonostante adeguata 

alimentazione   

ØFebbre in genere non elevata – l’animale tende ad 
abbeverarsi maggiormente

Ø Ingrossamento dei linfonodi (es. del collo)

ØDifficoltà nella respirazione

ØTosse– peggiore al mattino, con il freddo e dopo 
esercizio fisico



Tubercolosi da M. bovis 

Modalità di trasmissione : Uomo

Contatto diretto con 
materiale biologico di 
animali infetti 

Materiale infetto in 
laboratorio: agente 
Classe III!

Via alimentare: Consumo di 
latte infetto non sottoposto ad 
adeguato trattamento termico 
o prodotti derivati freschi

Dr. Virginia Carfora 2017



TBC-Lesioni Post-mortem

Granulomi (tubercoli)
ØAspetto
Ø Gialli
Ø Caseosi
Ø Calcificati
Ø Possono assomigliare ad ascessi

ØNei linfonodi e altri organi

Relatore
Note di presentazione
Bovine tuberculosis is characterized by the formation of granulomas (tubercles) where bacteria have localized. These granulomas are usually yellowish and either caseous, caseo-calcareous or calcified. They are often encapsulated. In some species such as deer, the lesions tend to resemble abscesses rather than typical tubercles. In cattle, tubercles are found in the lymph nodes, particularly those of the head and thorax. They are also common in the lung, spleen, liver and the surfaces of body cavities. Lesions are sometimes found on the female genitalia, but are rare on the male genitalia. In cervids, tubercles are most common in the lymph nodes of the head and thorax, particularly the medial retropharyngeal lymph nodes. M. bovis tubercles are not usually calcified in cats or dogs. In cats, they can be found in the lymph nodes, lungs and other organs. Pleuritis, peritonitis and pericarditis may also be seen. In dogs, tubercles are common in the lymph nodes, lungs, liver, kidney, pleura and peritoneum, and straw-colored fluid may be found in the thorax. Although some infected badgers have disseminated disease, many others may have minimal, localized lesions. In contrast, brush-tailed opossums tend to have extensive lung caseation and necrosis. 

[Photo: (Top): Elk, lung & lymph node. The lung contains multiple coalescing foci of caseous necrosis surrounded by thin pale fibrous tissue capsules (tubercles). Source: Dr. G. Wobeser, Canadian Cooperative Wildlife Health Centre/CFSPH; (Bottom): Bovine, lung. Lung parenchyma is almost entirely replaced by variably-sized, coalescing, raised pale nodules. Source: Armed Forces Institute of Pathology/CFSPH]



TBC-Lesioni Post-mortem

Relatore
Note di presentazione
Bovine tuberculosis is characterized by the formation of granulomas (tubercles) where bacteria have localized. These granulomas are usually yellowish and either caseous, caseo-calcareous or calcified. They are often encapsulated. In some species such as deer, the lesions tend to resemble abscesses rather than typical tubercles. In cattle, tubercles are found in the lymph nodes, particularly those of the head and thorax. They are also common in the lung, spleen, liver and the surfaces of body cavities. Lesions are sometimes found on the female genitalia, but are rare on the male genitalia. In cervids, tubercles are most common in the lymph nodes of the head and thorax, particularly the medial retropharyngeal lymph nodes. M. bovis tubercles are not usually calcified in cats or dogs. In cats, they can be found in the lymph nodes, lungs and other organs. Pleuritis, peritonitis and pericarditis may also be seen. In dogs, tubercles are common in the lymph nodes, lungs, liver, kidney, pleura and peritoneum, and straw-colored fluid may be found in the thorax. Although some infected badgers have disseminated disease, many others may have minimal, localized lesions. In contrast, brush-tailed opossums tend to have extensive lung caseation and necrosis. 

[Photo: (Top): Elk, lung & lymph node. The lung contains multiple coalescing foci of caseous necrosis surrounded by thin pale fibrous tissue capsules (tubercles). Source: Dr. G. Wobeser, Canadian Cooperative Wildlife Health Centre/CFSPH; (Bottom): Bovine, lung. Lung parenchyma is almost entirely replaced by variably-sized, coalescing, raised pale nodules. Source: Armed Forces Institute of Pathology/CFSPH]



TBC-Lesioni Post-mortem

Relatore
Note di presentazione
Bovine tuberculosis is characterized by the formation of granulomas (tubercles) where bacteria have localized. These granulomas are usually yellowish and either caseous, caseo-calcareous or calcified. They are often encapsulated. In some species such as deer, the lesions tend to resemble abscesses rather than typical tubercles. In cattle, tubercles are found in the lymph nodes, particularly those of the head and thorax. They are also common in the lung, spleen, liver and the surfaces of body cavities. Lesions are sometimes found on the female genitalia, but are rare on the male genitalia. In cervids, tubercles are most common in the lymph nodes of the head and thorax, particularly the medial retropharyngeal lymph nodes. M. bovis tubercles are not usually calcified in cats or dogs. In cats, they can be found in the lymph nodes, lungs and other organs. Pleuritis, peritonitis and pericarditis may also be seen. In dogs, tubercles are common in the lymph nodes, lungs, liver, kidney, pleura and peritoneum, and straw-colored fluid may be found in the thorax. Although some infected badgers have disseminated disease, many others may have minimal, localized lesions. In contrast, brush-tailed opossums tend to have extensive lung caseation and necrosis. 

[Photo: (Top): Elk, lung & lymph node. The lung contains multiple coalescing foci of caseous necrosis surrounded by thin pale fibrous tissue capsules (tubercles). Source: Dr. G. Wobeser, Canadian Cooperative Wildlife Health Centre/CFSPH; (Bottom): Bovine, lung. Lung parenchyma is almost entirely replaced by variably-sized, coalescing, raised pale nodules. Source: Armed Forces Institute of Pathology/CFSPH]



Diagnosi di laboratorio-Diagnosi in animali in vita

Test della tubercolina (skin test)
ØReazione di ipersensibilità ritardata

Ø Test prescritto per gli scambi internazionali!

ØTest ancillari
ØGamma-interferon test
ØELISA
ØLymphocyte proliferation test

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial 
Animals  Chapter 3.4.6. (NB: Version adopted in May 
2009)

Relatore
Note di presentazione
A presumptive diagnosis can also be made by histopathology and/or the microscopic demonstration of acid-fast bacilli. Direct smears from clinical samples or tissues may be stained with the Ziehl/ Neelsen stain, a fluorescent acid-fast stain or immunoperoxidase techniques. The diagnosis is confirmed by the isolation of M. bovis on selective culture media. Mycobacteria grow slowly, and cultures are incubated for eight weeks; growth usually becomes visible in 3 to 6 weeks. The identity of the organism can be confirmed with biochemical tests and culture characteristics, or polymerase chain reaction (PCR) assays. Other assays are typically used as ancillary tests to the tuberculin test. The lymphocyte proliferation and gamma-interferon assays are blood tests that measure cellular immunity. The gamma-interferon assay is particularly useful in animals that are difficult to capture or handle, as they must be captured only once, rather than twice for the tuberculin test. The lymphocyte proliferation test is uncommonly used in cattle, but may be useful in wildlife and zoo animals. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) measure antibody titers to M. bovis. However, tests of humoral immunity are generally of limited utility in cattle, because titers are inconsistent and rise only in the late stages of infection. In deer, titers can rise earlier in the course of disease, and may be more predictable. ELISAs may also be useful in other wildlife and zoo animals. Radiographs are used for diagnosis in dogs and cats, together with culture. 



Tubercolosi da M. bovis skin test

D.M. 15 dicembre 1995, n. 592

•La prova ufficiale per la diagnosi di TBC bovina in 
vita, è il test di intradermoreazione alla tubercolina 
PPD (Purified Protein Derivative) bovina. E' test di 
allergia all'inoculazione (reazione di ipersensibilità 
ritardata), che negli animali infetti provoca 
ispessimento cutaneo dopo 72 ore, accompagnato a 
volte da fenomeni infiammatori locali o generali. 
l'intradermoreazione tubercolinica deve essere eseguita 
nella regione del collo fra il terzo anteriore e il terzo 
mediano.

Dr. Virginia Carfora 2017



Prova IDT comparativa
• La prova IDT comparativa (ppd bovina e ppd aviare 

inoculate nello stesso animale)
• Dati recenti UK:
• Standard interpretation (in Italia= DM 592/95)
• DSE=81% (85% severe interpretation, fino a 93,5%)
• DSP>99% (99,9%? DEFRA, UK*)
• Questo è il motivo per cui, ancora oggi, la IDT (nella 

sua forma singola o comparativa) è il test di elezione 
per i Piani di eradicazione

• “Genera” meno falsi positivi di G-IFN e quindi meno 
“falsi focolai”!



Campioni per la diagnosi diretta di TB

Tessuti = linfonodi da:
ØReactors (positive/dubbi) al test 

della Tuberolina
ØReactors da allevamenti sospetti 

in seguito ad indagini 
epidemiologiche

Organi con lesioni rilevate al 
macello



Diagnosi di laboratorio
Diagnosi diretta: generalmente post-mortem

ØIstopatologia
Ø Esame colturale

Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for 
Terrestrial Animals  Chapter 2.4.6. (NB: Version 
adopted in May 2009)

ØAncillary: 
ØPCR dai tessuti (rapida ma con bassa sensibilità in “no lesion 

reactors“)

ØImmune-Histo-Chemistry (IHC)

Relatore
Note di presentazione
A presumptive diagnosis can also be made by histopathology and/or the microscopic demonstration of acid-fast bacilli. Direct smears from clinical samples or tissues may be stained with the Ziehl/ Neelsen stain, a fluorescent acid-fast stain or immunoperoxidase techniques. The diagnosis is confirmed by the isolation of M. bovis on selective culture media. Mycobacteria grow slowly, and cultures are incubated for eight weeks; growth usually becomes visible in 3 to 6 weeks. The identity of the organism can be confirmed with biochemical tests and culture characteristics, or polymerase chain reaction (PCR) assays. Other assays are typically used as ancillary tests to the tuberculin test. The lymphocyte proliferation and gamma-interferon assays are blood tests that measure cellular immunity. The gamma-interferon assay is particularly useful in animals that are difficult to capture or handle, as they must be captured only once, rather than twice for the tuberculin test. The lymphocyte proliferation test is uncommonly used in cattle, but may be useful in wildlife and zoo animals. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) measure antibody titers to M. bovis. However, tests of humoral immunity are generally of limited utility in cattle, because titers are inconsistent and rise only in the late stages of infection. In deer, titers can rise earlier in the course of disease, and may be more predictable. ELISAs may also be useful in other wildlife and zoo animals. Radiographs are used for diagnosis in dogs and cats, together with culture. 



Diagnosi di laboratorio

Istopatologia
Ø Diagnosi rapida

Ø Buona correlazione con l’esame colturale

Ø Ma conclusiva solo quando le tipiche  

lesioni da TBC sono riscontrate

Ø E non identifica l’agente causale



Diagnosi di laboratorio
Esame colturale

ØElevata sensibilità e specifiità

Ø Lenta = incubazione fino a 12 

settimane



M. tuberculosis complex are slow 
growing bacteria!



A. Battisti 2002

Solid media



ØDimostazione all’esame microscopico di acid-fast 
bacilli
Ø Diagnosi presuntiva

Ø Nessuna informazione sulla specie di Mycobacterium

ØEsame colurale seguite da  DNA-based  
techniques, come la PCR
Ø Conferma dell’infezione

Ø Identificazione specie di Mycobacterium

L’identificazione della specie è rilevante ai fini epidemiologici

control/eradication purposes!

Identificazione dell’agente



TB diagnosis Recap 

Tissue samples with visible lesions or from 
Tuberculin test positive animals (no visible 

lesion reactors)

Macroscopic examination

Tissue samples for:
- Histopathology
- Culture (SOP following OIE Manual)
Microscopic examination, cultures, DNA techniques, such as PCR 
on isolates referable to Mycobacterium spp.
Direct PCR provides variable results depending on stage of 
lesions etc. (Diagnostic Sensitivity is not optimum)



TBC: 
Italia

M. bovis

SB120
SB134
SB841

70%

N° tot spoligotipi = 
160

Dr. Marcello Sala 2017



TBC: 
Italia

Dr. Marcello Sala 2017

M. capre



LAZIO 2014-2017: focolai di TBC

Cluster 
ROMA 4 
(ex RMF)

Cluster 
Rieti

Casi sporadici 
RM5 ex RMG

Casi sporadici 
Latina 
(Bufalo)

Dr. Marcello Sala 2017



LAZIO: Elementi di rischio TBC
Ø Allevamenti allo stato brado

Capi non identificati
Capi «vaganti» 
sfuggono al controllo 
annuale
serbatorioDr. Marcello Sala 2017



Toscana: Elementi di rischio TBC

Ø Caso recente: capo nato in Sicilia, ingrassato in 
Piemonte, Macellato nel Grossetano……. 

Movimentazione di capi non controllati o illegale 



Grazie per l’attenzione D.O.DIG!



Domande? 
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