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Presenter
Presentation Notes
Buongiorno io sono Mariagrazia Zanoni, lavoro presso la Sorveglianza epidemiologica dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia e dell’Emilia Romagna.
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Presentation Notes
Nella presentazione che seguirà, io e la Dr.ssa Pacciarini, vi parleremo:
Breve escursus sull’epidemiologia delle tubercolosi bovina;
Le modalità di sorveglinaza e controllo della malattia; 
E i principali punti critici
Quindi la Dr.ssa Pacciarini vi illustrerà la Banca dati Nazionale dei genotipi bovi e capre
La distribuzione geografica dei genotipi più diffusi in Italia
Ed infine  vi mostrerò degli esempi di combinazione dai dati raccolti in corso di indagine epidemiologica convenzionale con quelli derivanti dalla tipizzazione molecolare.


Epidemiologia di M. bovis-animali
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Presentation Notes
la Tubercolosi Bovina da M. bovis è primitivamente un’infezione dell’apparato respiratorio, che si instaura a seguito dell’inalazione di aerosol contaminato eliminato da soggetti con forme polmonari aperte.
Si riconoscono tuttavia altre vie di infezione, la via orale, congenita, genitale e mammaria nella nostra realtà sono meno frequenti ad accezione della via orale possibile fonte di contaminazione anche per i vitelli se viene somministrato latte infetto.
Anche ovi-caprini si possono infettare per via respiratoria se soggiornano a contatto con bovini infetti.
La somministrazione di siero di latte infetto proveniente dalla lavorazione dei formaggi, ai suini può determinare l’insorgenza di tubercolosi da M. bovis con localizzazione a carico dell’apparato digerente.
A loro volta le frattaglie di suini infetti se consumate da animali selvatici, possono fungere da fonte di contaminazione.
Attraverso i pascoli, gli animali selvatici, possono venire a contatto con bovini ed infettarsi, oppure infettare a loro volta i bovini.
Infine la somministrazione di frattaglie crude di bovini infetti può essere la causa di tubercolosi nei carnivori domestici.






Epidemiologia di M. bovis-Uomo

ANIMALI
con forma aperta
polmonare

LATTE
(non past., derivati, panna,
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Per quanto concerne l’uomo, può infettarsi attraverso:
Animali con forma polmonare aperta: via respiratoria
Il consumo di latte e derivati del latte provenienti da animali infetti: via alimentare, molto frequente in Italia negli anni 50-60
Per via iatrogena , il personale addetto alla macellazione.


Fattori che favoriscono la diffusione

lrdine.  Actinomycetaceae

Famigha. Mycobacteriaceae

Lenere. Mycobacterium

Specie. oltre 100 (in continuo aggiornamento)

PATOGENO

AMBIENTE
MANAGEMENT
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Bisogna comunque considerare che sono numerosi i fattori che influenzano la diffusione della tubercolosi all’interno di una mandria e vanno ricercati:
Nel patogeno, infatti la virulenza dei micobatteri svolge un ruolo primario nel determinismo dell’infezione. I principali fattori risiedono nella parete cellulare (i così detti acidi micolici) che permettono la sopravvivenza d batterio per lungo tempo e inibiscono l’attivazione dei macrofagi.
Patogeni obbligati/opportunisti
Crescita lenta in terreni a base d’uovo
Per quanto concerne i fattori legati all’ospite, l’unica resistenza identificata finora è nello zebù, anche se sono in corso numerosi studi genetici per verificare il ruolo di un gene presente nel bovino che nel topo si è rivelato correlato alla resistenza alla malattia. Nel bovino, invece, è stato ampiamente dimostrata l’aumento dell’incidenza con l’aumento dell’età. Anche l’efficienza della risposta immunitaria è un fattore in grado di influenzare in modo significativo la progressione della malattia. 
L’ambiente  inteso come fattori strutturali, influenza notevolmente sia le difese immunitarie dell’ospite (tipologia di stabulazione, densità animali, cuccette etc) sia promuovendo il contatto tra soggetti ammalati e sani ne è un esempio il rimescolamento di animali in differenti fasi produttive, presenza di polveri e deiezioni contaminate
AMBIENTE:
Tipo di stabulazione
densità capi/ stretto contatto Inalazione aereosol da starnuti/colpi di tosse
Polveri deiezioni contaminate
abbeveratoi
Rimescolamento di animali in differenti fasi produttive
OSPITE
Età dei soggetti
Sistema immunitario del soggetto fase di anergia


Sorveglianza e controllo TB
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Tutti questi fattori sono la base della sorveglianza e controllo della tubercolosi.
Infatti la diagnosi si basa sulla sorveglianza attiva (intra vitam) e quella passiva (post portem)
In vita la diagnosi ufficiale si avvale del test tubercolinico, del test del gamma interferon come test di supporto all’intradermoreazione per l’identificazione precoce dei capi infetti
L’esame ispettivo post mortem effettuato: su tutti i bovini regolarmente macellati, sugli animali macellati a seguito di prova intradermica dubbia o positiva e sugli animali provenienti da allevamento infetto.
Questa distinzione identifica gli animali per i quali viene richiesto l’isolamento di M. bovis considerato a tutt’oggi il metodo di riferimento «gold standard» per la conferma di infezione in un allevamento.
A completamento di queste attività si inserisce l’indagine epidemiologica.


Alcuni punti critici nella sorveglianza

1. Diagnosi in vita (T° / conservazione tubercolina, dose,

esecuzione, lettura, rispetto tempi...)

2. Ispezione al macello con isolamento/identificazione del
micobatterio coinvolto e conseguente invio al CRN-TB per

la caratterizzazione genetica)

3. Indagine Epidemiologica (IE): raccolta esaustiva

informazioni
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Alcuni aspetti critici rilevati nel sistema sorveglianza sono legati:
Alla prova intradermica (esempio temperatura e modalità di conservazione della tubercolina, dose inoculata, rispetto dei tempi di lettura eccetera, ma su questa oggi non mi soffermo perché non è l’argomento della giornata;
Legati all’ispezione al macello isolamento/identificazione del micobatterio
Aspetti legati all’esecuzione dell’indagine epidemiologica


3. Raccolta informazioni per IE

L'IE in focolaio, rappresenta l'atto sostanziale e formale che sintetizza le

conoscenze apportate da:
o sorveglianza ATTIVA
o Sorveglianza PASSIVA

» visita clinica-anamnestica degli animali e dell'allevamento

« Approfondimenti diagnostici di laboratorio

Che portano ad ipotizzare l'origine e a spiegare la diffusione dell’'infezione

A. Stato sanitario dell'allevamento prima della rilievo del focolaio
ata ultima IDT

rilievo negli ultimi 24 mesi di capi positivi/dubbi a IDT

rilievo lesioni al macello -ESITO DELL'ISOLAMENTO-

B. Dati relativi all'allevamento

indirizzo produttivo (numero di animali per categoria)

presenza di altri animali sensibili

stabulazione

modalita smaltimento deiezioni

pascolo -indicare localita e periodo di utilizzo pascolo-

adozione misure sanitarie

introduzione/vendita/uscita x fiere mercati animali dopo ultima prova IDT —elenco-
C. Contatti diretti/indiretti con altri allevamenti -elenco-

D.  Altri allevamenti dello stesso proprietario -elenco-
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L’indagine epidemiologica in un focolaio rappresenta l’atto sostanziale e formale che sintetizza le conoscenze apportate dalla sorveglianza attiva e dalla sorveglianza passiva, dagli aprofondimenti diagnostici di laboratorio, dalla visita clinica-anamnestica degli animali e dell’allevamento e che porta ad ipotizzare l’origine e a spiegare la diffusione dell’infezione.
Per questo motivo riveste un ruolo essenziale e la raccolta delle informazioni deve essere la più scrupolosa possibile.
A titolo di esempio riportiamo i punti salienti a cui è necessario rispondere.


2. Ispezione al macello - Isolamento

Soggetti dubbi/positivi IDT NVL, invio di materiale
per isolamento M. bovis = tipizzazione molecolare

Mycobacterium Totale % isolati con i differenti sistemi
no
isolati

M. bovis 858
M. avium 92
M. fortuitum 54
M. marinum 33
S nORChEOMOGSRICHT 49 816 857 Tempi medi di crescita nei diversi terreni
M. chelonae 30 100,0 93,3 colturali
‘M. terrae complex ” 18 77,8 77,8
M. kansasii 8 100,0 75,0
M. microti 14 71,4 64,3
M. gordonae 4 100,0 100,0
M. bovis + M. avium (2)
M. bovis + M. kansasii 4 100,0 100,0
M. bovis + M. nonchromogenicum

TOTALE 1164 96,6 86,2

N
[
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Le criticità legate all’ispezione sono la messa in evidenza di tubercoli negli stadi precoci della malattia, infatti è dimostrato che entro 8 giorni il tubercolo diventa macroscopicamente evidente ed entro 3 settimane calcifica; per questo motivo in caso di macellazione di animali dubbi o positivi alla prova intradermica, anche in caso di assenza di lesioni macroscopiche è necessario inviare la laboratorio i linfonodi per l’isolamento del micobatterio.
Anche il laboratorio, deve mettersi nelle condizioni migliori per ottenere l’isolamento, in quanto il micobatterio è un microrganismo che si sviluppa molto lentamente e in particolari terreni di crescita.
In questa immagine vediamo i tempi medi di crescita stimati dal centro di referenza. –utilizzando terreni tradizionali solidi e terreni liquidi, sistema MGT 960.
Da qui si evince chiaramente che è solo la combinazione dei terreni solidi e liquidi a garantire l’isolamento al 100% di tutti i micobatteri, permettendo anche i ridurre i tempi medi di isolamento, Questo alla fine si traduce in una  migliore  gestione delle attività di risanamento all’interno dei focolai.
Ci tengo a dire che tutti i laboratori dei vari istituti zooprofilattici, per garantire le loro performance, partecipano ai ring test organizzati dal centro di referenza.



Centro di Referenza Nazionale per la tubercolosi

da M. bovis

Istituito con il
DM 4 Ottobre 1999 “Centri di referenza
nazionali nel settore veterinario”
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- Collaborazione con la rete

degli 11ZZSS nazionali

Raccolta dei ceppi € stata possibile
grazie al ruolo di CRN-TB istituito
con DM 4 Ottobre 1999 presso I'lZSLER
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Banca dati nazionale genotipi
M. bovis/M. caprae

Raccolta ceppi M. bovis/M.
caprae isolati da bovino/bufalo
sul territorio nazionale a partire
dal 2000

Tipizzazione molecolare:

Dal 2000 tecnica spoligotyping
Dal 2008 tecnica spoligotyping
+ MLVA 12 VNTR/MIRU (o

selezionati per la loro elevata capacita discriminativa)

Apro parentesi ricordando che M. caprae € considerato un agente causale della TB:
- Manuale OIE 2012, Manual of diagnostic test and vaccines for terrestrial
animals chapter 2.4.7

- Working Document on casual agents of Bovine Tuberculosis (SANCO/7059/2013).

Questo ci ha permesso di allestire una banca dati nazionale contenente genotipi e informazioni dei ceppi
di M. bovis/M. caprae isolati in Italia a partire dal 2000.

=\
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Genotipizzazione M. bovis/ M. caprae

Subtipizzazione, caratterizzazione genetica dei ceppi ha fornito informazioni utili sull'evoluzione

della popolazione di M. bovis presente in Italia. Studio della struttura e distribuzione dei genotipi
nel tempo e nello spazio.

Mappatura geografica

Studio della struttura, e distribuzione del
genotipi di M. bovis/M. caprae in ltalia:

confronto con altre popolazioni presenti in
Europa

Rintraccio epidemiologico

Caratterizzazione genetica piu approfondita, maggiore capacita discriminativa ha fornito
un valido strumento a supporto delle indagini epidemiologiche tradizionali
fiE
IZSLER %
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N° focolai e n® ceppi genotipizzati
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Massimo dell’'informazione e affidabilita banca dati & c'é se avessimo almeno 1 ceppo isolato/focolaio/caso.
Nel grafico vediamo andamento n° focolai e n° ceppi genotipizzati dal 2008-2014 presenti in banca dati.
Nel tempo situazione migliorata maggiore rappresentativita.

Centro Nazionale di Referenza Tubercolosi Roma 03/11/2015



Tipizzazione molecolare di M. bovis/M. caprae

Dal 2000 genotipizzazione Spoligotyping: Metodo storicamente e universalmente utilizzato per tipizzazione

ceppi di M. bovis, si basa sul polimorfismo locus DR, identifica delezioni delle sequenze spacers

Dal 2008 genotipizzazione Spoligotyping + Multilocus Variable Number Tandem
Repeat Analysis MLVA): mappatura geografica e rintraccio epidemiologico

(maggiore comprensione della presenza di cluster geografici e temporali)

o Marcatori ETRA-E (Frothingham and Meeker-O'Connell, 1998)

« Sette marcatori VNTR (Boniotti et al. 2009):
e VNTRZ2163a (QUB11a) = """ b Moo

TABLE 3. Allelic diversity at each locus among the 100 SB0120 panel

No. of isolates with MIRU-VNTR allele: Allelic
e VNIR2163 UB11 pos diersy
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 =18 (h)

MIRU 4/ETR-D 100 0.00
MIRU 10 100 0.00
- VNTR2996 (MIRU26 i i
ETR-C 100 0.00
MIRU 2 99 1 0.01
MIRU 40 1 98 1 0.03
- VNTR3155 (QUB15) | T
MIRU 23 1 1 95 3 0.09
QUBI18/VNTR 1982 3 95 2 0.09
QUB23 1 2 95 1 1 0.09
QUBS/MIRU 27 1 95 4 0.09
- VNTR4052 (QUB26) T I
MIRU 16 5 92 3 0.14
MIRU 31/ETR-E 85 15 0.25
QUBI1895/VNTR 1895 6 9 84 1 0.28
- VNTR1895 (QUB1895) it~ ix |
QUBL11b 9 10 81 0.32
QUB26 6 3 80 11 034
MIRU 26 1 1 14 79 5 0.35
QUBI11a 2 4 2 4 8 T8 1 1 0.37
- VNTR 3232 v g
VNTR 3232 5 3 67 14 10 1 051
VNTR 3336 1 1 1 1 8 1 5 16 57 3 1 1 2 2 0.63
ETR-B 21 36 43 0.64

Spoligotyping: storia evolutiva ceppi isolati e mappatura geografica pr—
Spoligotyping+ VNTR: maggiore capacita differenziativa con I'analisi (MLVA) applicata a 12 marcatori VNTR caratterizzati |||'_
da queste piccole seq rip a tandem. Ogni ceppo puo avere un numero variabile di unita ripetitive in ciascunol deb LB 5
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Spoligotyping

Metodo storicamente e universalmente utilizzato per tipizzazione ceppi di M. bovis
si basa sul polimorfismo locus DR, identifica delezioni delle sequenze spacers

v 4386 ceppi M. bovis/M. caprae isolati in ltalia
da 3163 focolai dal 2000 al 2014

v Differenziati 143 spoligotipi diversi

Spoligotipi piu frequenti:

SB0120: 49,2% (M. bovis)

SB0134: 10,1% (M. bovis)
SB0841: 6,2% (M. bovis)
SB0418: 5,16% (M. caprae)

Presenza M. caprae in lItalia nel 9,2% dei focolal

|ZSLER
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BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2000/2014
update 31/12/2014

te 31/12/.

Distribuzione
geografica degli

spoligotipl
maggiormente

diffusi di M.
bovis 2000-2014

Distribuzione in tutta la penisola, SB0120 > 65% in Piemonte

&
|ZSLER
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Distribuzione geografica dei genotipi di M. bovis
2000-2007 2008-2014

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2000/2007
update 31/12/2014 BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2008/2014
update 31/12/2014

7
0 375 75 150 25 300 g 0 315 75 150 225 300 ||||
-—— =

Maggior parte dei ceppi analizzati 1° periodo del NI: rete raccolta efficiente NI ma non nel Sud, 2° perioc!ozﬁll'tﬁ'g
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Distribuzione geografica dei genotipi di M. bovis

Frequenza spoligotipi

—

—_—

2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

H SB0841
SB0134
W SB0120

Diminuzione della frequenza di SB0120 e maggiore
freq. SB0134 e SB0841 corrispondente ad aumento
Frequenza di gs spoligotipi in Sicilia.

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2008/2014

update 31/12/2014

e IZSLER uéff

M. bovis - genotypes
®  SBO120
SBO134
®  SBO841
®  other genctypes
OTF - year 2014
[ official Tuberculosis Free (59)

not OTF (43)

| Temporary OTF (8)
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M. bovis
SB0140
6620

M. bovis

SB0140 '
36% M. bovis

SB0120
M. bovis 20%

SR Spoligotipi

M. caprae

M bois
SBOT20%,
49% . %
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Distribuzione geografica degli spoligotipi
maggiormente diffusi in Italia dal 2008-2014.

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2008/2014
update 31/12/2014

Analisi spoligotyping combinata

con MLVA (12 marcatori VNTR)

0000000

OTF provinces - year 2014
[ ] official Tubereulesis Free
| notoTF

applicata dal 2008:

Aumenta capacita differenziativa

TTTTTTTTTTT

2518 ceppi M. bovis/M.caprae
Isolati da 1809 focolali
bovino/bufalo sono stati

differenziati in 748 genotipi.

°

T 35 75 150 225 300 T '
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Distribuzione geografica genotipi maggiormente diffusi SB0120

BOVINE TUBERCULOSIEhlsﬂnzlﬁls_Y - YEAR 2008/2015 Analisi MLVA con 12 marcatori VNTR differenzia SB0120 in
= 319 genotipi (20 con n°® focolai > 10)

SB0120 - genotypes com pleted
@ 4553310444365

7553210354365

3353310444365
5553410454365
5553410444365

+0O0O0®

other genotypes

0 375 75 150 225 300

- % Analisi filogenetica MST: rappresentazior?él genotipi: frequenza
o ) — ) ) dimensione sfera, colore regione. Alcuni di questi erano present
Genotipi + frequente diffuso in Sicilia, Puglia,Campania,

: : P e anche in altre regioni sono stati ridotti piani eradicazionef
alcuni mostrano precisa clust.er'lgzazmne geografica: Notiamo associati ai cluster principali molte vERg{tifgEpetighC
1 Sardegna, 1 Campania, 1 Sicilia risultato microevoluzione nel tempo cluster principali. i
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Distribuzione geografica dei genotipi maggiormente diffusi di SB0134

Analisi MLVA con 12 marcatori VNTR differenzia
BOVINE TUBERCULOSIS INITALY - YEAR 2008/2015 90134 in 76 genotipi

SB0134 - genotypes completed
® 5453410454385
@ 5453410354365
© 3353410454365
*  gther genotypes

EEN
(]
B

22
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Distribuzione geografica dei genotipi maggiormente diffusi di SB0841.

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2008/2015 o . . .
s e e Analisi MLVA con 12 marcatori VNTR differenzia

$B0841 - genotypes completed SB0841 in 41 genotipi

@ 5453310444385
@ 5553354443685

O 5553310444365
*  gther genotypes

0 375 75 150 225 300
-
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M. caprae: distribuzione geografica

— Q)
HOST species:
human: not shown @ ZOO animal

Prodinger et al. 2005: M. caprae segnalato in diversi paesi europa centrale, europa ) cattle OWI|d boar
dell’est, Francia, Spagna nel bovino, fauna selvatica
@ deer @ goat
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M. caprae: nel cervo in Europa

-

M2: Reed deer samples analyzed AGES|

Results - spatial distribution

negative samples -
* M. capras
#mﬁﬂxkﬁna i Ferm3”¥_ 3
P AP
% _-.{ :-Jl. "Ir'=:':.‘-. + =
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h.‘ .*!g‘i _...I L]
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Switzerland e
e
3 F e 5
T 3
- > . ’
4 /ji 3 b
e % ke .
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Copyright: DI Michael Schwarz D5R AGES
aglEMIDA

Studio di prevalenza della TB nella fauna selvatica delle Alpi pubblicato da Fink et al. (2015)
eseguito su 1655 cervi della Svizzera, Italia, Austria, Germania: cervo € ospite di mantenimento
di M. caprae ed esistono delle aree hot-spot (Lechtal, Vorarlberg) evidenziate in rosso. IZSLER
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Distribuzione geografica M. caprae in Italia 2000-2014

bovis
OTF - year 2014
[ official Tuberculosis Free (59)

=

9,2%

Prevalenza del 9,2% ma con
diversa distribuzione territoriale
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Caprae non uniformemente distribuito: circa 30% in Puglia per importazioni dall’est  Europa o storicamente più presente


Distribuzione geografica spoligotipi M. caprae in ltalia

M. caprae: sono presenti 11 spoligotipi
diversi di cui 7 segnalati sporadicamente
4 presenti in piu di 10 allevamenti con
una precisa localizzazione geografica

Spoligotype | N° strains | N° outbreaks %
SB0418 340 198 76,7
SB0B66 34 2l 9,6
SB0416 18 12 4,6
SB0415 13 11 4,2
SB1886 S S 1,9
SB1887 2 2 0,7
SB1883 1 1 0,3
SB1884 1 1 0,3
SB1573 1 1 0,3
SB2174 1 1 0,3
SB2223 2 1 0,3
Total 418 258

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2000/2014

update 31/12/2014

M. caprae
®  SBO41S
® SBO416
® SBOBSE
® SBO418
OTF - year 2014
[_] official Tuberculosis Free (59)

| not OTF (43)

| Temporary OTF (&)
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SB2174= Karwendel, animale proveniente dall’Austria in allevamento di Sondrio, a sua volta acquistato dalla Germania
SB1886 = 2 animali con ear tag della Romania trovati al macello


Distribuzione geografica dei 5 genotipi
maggiormente prevalenti di SB0418

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY=VYEAR 2000/2014 Analisi MLVA con marcatori VNTR differenzia
SB0418 in 53 genotipi

M. caprae - SB0418 - genotypes
43534522435

53523853434

535251053435

535351053435

TI6I5053635

Puglia
Campania

Lombardia
Trentino Alto Adige
Veneto

®  other genotlypes
OTF provinces - year 2014
|: Official Tuberculosis Free
not OTF

Emilia Romagna
Lazio

Umbria

Sicilia

e Basilicata

Sardegna

Temporary OTF

Toscana
Calabria
Marche

Abruzzo

Diversa distribuzione geografica: 2 nel Nord Italia (focolai
di TN e Vallecamonica) ricostruzione epidemiologica, mingre
dispersione genetica, 3 Sud Italia varianti genetiche

i =
da microevoluzione nel tempo dai cluster|rz'§E'Epéi /-

0 375 75 150 125 300 %
- —
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Riassumendo......... prima degli esempi ....

costituiscono il punto di partenza
Genotipo diffuso non fornisce informazioni utili.

Tipizzazione molecolare ci ha consentito di studiare:
La struttura della popolazione di M. bovis/M. caprae in
Italia negli ultimi 15 anni.

Spoligotyping + MLVA 12 marcatori: caratterizzazione
genetica piu dettagliata, identificazione di clusters
geografici, correlazioni filogenetiche.

La maggior parte dei focolai e rappresentata da pochi
genotipi prevalentemente localizzati nel Sud Italia
alcuni diffusi in passato in altre regioni. Molte varianti

genetiche associate ai clusters principali.

Valido supporto alle indagini epidemiologiche
tradizionali

29

Centro Nazionale di Referenza Tubercolosi Roma 03/11/2015

|ZSLER %



Esempio rintraccio epidemiologiCo (coinvolti bovini e capre)

SPOLIGO VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR VNTR

YEAR HERD TYPE ETRA ETRB ETRC ETRD ETRE MIRU2 | MIRU 10 | MIRU 20 | MIRU 23 | MIRU 24 | MIRU 26 | MIRU 27 | MIRU 39 | MIRU 40 2163 2163b 3155 1982 1612 4052 1095 23
2005 B 5B020 5 4 5 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 4 3 3 6 4 4 6
2006 B 5B020 5 4 5 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 4 3 3 6 4 4 6
2006 B SB020 5 4 5 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 4 3 3 6 4 4 6

Areale dei focolai in Val Seriana e rispettivi profili genetici IZSLER
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L’episodio avvenuto in Val Seriana, è il primo caso in Lombardia di tubercolosi nelle capre e pertanto ha suscitato notevole interesse.
Nel 2005 si è avuta una segnalazione al macello su un vitellone da carne allevato per autoconsumo, in un piccolo allevamento di 18 capre da carne (FOCOLAIO SECONDARIO).
Dall’indagine epidemiologica risultava che il soggetto era stato introdotto da un vicino allevamento di bovine da latte che, sottoposto alla prova intradermica, risultò infetto (FOCOLAIO PRIMARIO).
Gli organi dei soggetti coinvolti vennero inviati al laboratorio per la ricerca di mycobacterium, l’isolamento e la tipizzazione molecolare confermarono la presenza di M. bovis.
Il servizio veterinario competente, in accordo con la Regione Lombardia, ordinava lo stamping out dei bovini presenti in allevamento.
Le 18 capre restarono in allevamento.
Dopo oltre un anno, nel 2006, sempre l’ispezione al macello evidenziava la presenza di lesioni tubercolari in un altro vitellone proveniente dal medesimo allevamento di capre.
Venne condotta una nuova indagine epidemiologica: nell’allevamento di origine del vitello con esecuzione della prova intradermica che risultò negativa, e nell’allevamento delle capre.
Qui risultavano essere presenti 35 capi, alcuni dei quali alla visita clinica presentavano una sintomatologia respiratoria. Venne disposta la macellazione di un soggetto che risultò avere delle lesioni riconducibili alla tubercolosi; l’esame colturale confermò la presenza di M. bovis.
Questo soggetto era già presente in allevamento all’epoca del focolaio di TB bovina del 2005 e condivideva lo stesso ambiente di ricovero del bovino. L’IDT comparativa eseguita sulle altre capre, ha messo in evidenza altri 20 soggetti positivi.
La tipizzazione molecolare  dei ceppi isolati dal primo bovino del 2005, da quello del 2006 e dalla capra  ha individuato lo stesso profilo  genetico, molto raro in Italia, confermando che il ceppo è responsabile dei diversi episodi d’infezione.


Esempio rintrac
A i ¥

g4

: i Y/ primary outbreak £ .

Clo epiiologico (M. bovis)

YEAR | HERD | TOMCOTPEGPrcers| pron | ETRB | ETRC | ETRD | ETRE | MIRU2 | MIRU10 | MIRU20 | MIRU23 | MIRU 24 | MIRU26 | MIRU27 | MIRU39 | MiRu4o | YNTR | VNTR  VNTR ) UNTR j VNTR | VNTR | VNTR | VNTR | VNTR
deleter) 21632 | 2163b | 3155 | 1982 | 1612 | 4052 | 1805 | 3232 | 3336
2001 A |"67293031,32"| 5 5 4 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 4 3 6 6
004 A |"67,293031,32"| 5 5 2 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 7 3 6 6
2007 B |"67293031,32"| 5 5 4 3 2 2 2 2 4 2 5 2 2 2 10 4 3 6 6

Areale dei focolai Lodi e rispettivi profili genetici
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Anche questo è un altro caso interessante per diversi aspetti.
L’azienda interessata dalla tubercolosi è un allevamento di bovini linea vacca-vitello razza Limousine di oltre 1500 capi, dove nel 2001 venne isolato il M.bovis.
La strategia di eradicazione scelta allora fu quella di cercare di salvaguardare il patrimonio genetico dell’allevamento, effettuando l’abbattimento selettivo dei capi positivi all’IDT, ripetendo la prova e macellando gli animali che risultavano positivi, fino alla riacquisizione della qualifica di allevamento UI.
Nel 2004 nello stesso allevamento in un soggetto venne diagnosticata la TB in forma di collasso delle resistenze, questa volta si procedette allo stamping out dell’allevamento che terminò nel 2006.
All’inizio dell’anno successivo (2007) in un allevamento di bovine da latte di 200 capi, distante 300 metri da questo allevamento la prova intradermica annuale, mise in evidenza 38 soggetti positivi.
Venne condotta una approfondita indagine epidemiologica oltre che la ricerca di micobatteri nei soggetti macellati.
Il ceppo di micobatterio venne genotipizzato e il profilo genetico riscontrato  avvalorò le ipotesi emerse dall’indagine epidemiologica circa l’origine della malattia cioè la contiguità con il focolaio primario, in particolare il passaggio ripetuto di automezzi utilizzati per il trasporto dei capi positivi destinati al macello, nonché la possibile contaminazione del secondo allevamento tramite lo spargimento di letame infetto.


Esempio rintraccio epidemiologico (M. caprae)

FOCOLAION. 5

FOCOLAIO n. 1 | Stalla di sosta/commerciante |
| Rabbi Rabhi
Comune di Fondo I Comune di Cunevo |
Marzo 2007
L - - — — =
A = Partita introdotta Nt Caldes
15/10/2004
24/10/2004 *—\ — Mt
1
- l MALGA
3 > Rabbi
= MONDENT
5 FOCOLAIO n. 2
18/10/2004 - ' | .
7 Comune di Rabbi =~ 14 FOCOLAI
8 Novembre 2007 SECONDARI -
9 { — Rabbi
10
= MALGA
T 24/10/200 onmeoe |
13
08/11/2004 =
15 I l—b Rabbi
Comune di Romeno Comune di Feltre (BL) = Rabbi
Gennaio 2008 Settembre 2006
Rabbi Cavizzana

FOCOLAIO n. 4

=,
Focolai Provincia di Trento anno 2007: Correlazioni epidemiologiche partita introdotto nel 2004 I1ZSLER Iﬁ
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Nel marzo 2007 a distanza di 11 anni dall’ultimo caso di tubercolosi si è verificato il primo nuovo focolaio. Su un soggetto macellato fuori regione venne fatta una segnalazione di lesioni riferibili a TB; venne  effettuata la prova IDT su tutti i bovini presenti nell’azienda di origine riscontrando 19 capi positivi su 24 testati e si procedette allo stamping out. L’esame colturale e la tipizzazione molecolare confermarono la presenza di M. caprae (FOCOLAIO PRIMARIO n°1).
In corso dell’indagine epidemiologica, vennero controllate tutte le movimentazioni di animali a partire dal 2004 ultimo anno in cui era stata effettuata la prova intradermica.
Nel periodo considerato erano stati introdotti in azienda 13 capi provenienti dall’Austria e 1 dalla Germania-Stati membri ufficialmente indenni- ma non si riuscì a stabilire la provenienza dell’infezione.
Per quanto riguarda i capi in uscita dal focolaio primario, vennero rintracciati tutti  e tutti i test effettuati confermarono l’assenza di infezione.
A distanza di alcuni mesi, al macello vennero riscontrate delle lesioni compatibili con la TB in due capi allevati sempre in provincia di Trento. Anche in questo secondo caso vennero attuate tutti i controlli necessari compresa l’IE senza trovare elementi che potessero spiegare l’origine della malattia (FOCOLAIO PRIMARIO n°2). Procedendo ai controlli sui capi venuti a contatto in alpeggio con gli animali risultati infetti si constatò che 14 dei 24 allevamenti, che avevano frequentato i pascoli comuni avevano animali positivi all’IDT. L’isolamento di M. bovis e la genotipizzazione confermarono la correlazione epidemiologica dei 14 focolai con il numero 2 di novembre 2007.


Esempio rintraccio epidemiologico (M. caprae)

R

,'\"-—k./ _ 4
Betriebsnummer : Y
10659923 |
Oberdorf 124 =
- A 6261 Strass im Zillertal
'\_7“ : L /) : ~
Ny 9 : - i
T S \/—
18/10/2004
19/03/2005
01/09/2004
__| AT497305947 AT484667147
AT499944645
|
AT240110342 AT044217247
DE0933560117
DE0931692067
DE0934463863
P n v
> FOCOLAIO FOCOLAIO FOCOLAIO FOCOLAIO

n. 1 n. 2 n. 4 n. 6
|

Mycobacterium caprae Spoligotipo SB0419 Profilo genotipico VNTR 43443

"=
Rintraccio dei capi infetti dei focolai 1,2,4 IZSLER Iﬁ
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Nell’ambito delle indagini epidemiologiche svolte nei diversi focolai sono state raccolte attraverso:
la consultazione dei certificati di importazione
dei passaporti;
le informazioni relative alla provenienza dei capi introdotti nelle aziende, in particolare di quelli introdotti dall’estero; data introduzione, composizione delle partite, zona di allevamento di provenienza dei capi e loro movimentazioni.
Dall’analisi dei dati è emerso che i due capi positivi del focolaio numero 4 appartenevano alla stessa partita dei capi positivi del focolaio numero 1 e numero 2.
La partita in questione, composta da 15 bovini, di provenienza austriaca.
La tipizzazione molecolare degli isolati ha perìmesso di stabilire che si trattava dello stesso mycobacterium caprae spoligotipo SB0419 profilo genotipico VNTR 43443, confermandone l’origine comune.


CONCLUSIONI

Controllo anagrafe/identificazione animall
Corretta applicazione/interpretazione dell’'IDT
Sorveglianza al macello

Isolamento e identificazione M. bovis e
tipizzazione molecolare dal CRN-TB;

Indagini epidemiologiche approfondite in casi di
focolaio;

Combinazione dati epidemiologici derivati da
iIndagini convenzionali a quelli derivati dalla
tipizzazione molecolare;

Tempestiva estinzione/rimozione dei focolali

|ZSLER %

Centro Nazionale di Referenza Tubercolosi Roma 03/11/2015




grazie per I’attenzione

Hanno collaborato per il CRN-TB:
G. Alborali, M. B. Boniotti,
M. D’Incau, D. Avisani,
M. Chiari , G. Zanardi
e Sig. ra M. Guerini, Ing. M. Tironi,
A. Moneta, |. Barraco ,A. Mangeli,
D. Loda

IZSLER l .

WWW.izsler.it

Centro Nazionale di Referenza

Tubercolosi Roma

03/11/2015




	Indagine epidemiologica e genotipizzazione finalizzata all'eradicazione della TB 
	SOMMARIO
	Epidemiologia di M. bovis-animali
	Epidemiologia di  M. bovis-Uomo
	Fattori che favoriscono la diffusione
	Slide Number 6
	Alcuni punti critici nella sorveglianza
	Raccolta informazioni per IE
	Soggetti dubbi/positivi IDT NVL, invio di materiale per isolamento M. bovis = tipizzazione molecolare�
	Slide Number 10
	Banca dati nazionale genotipi �M. bovis/M. caprae
	Genotipizzazione M. bovis/ M. caprae
	Slide Number 13
	Slide Number 14
	Spoligotyping
	Distribuzione geografica degli spoligotipi maggiormente diffusi di M. bovis 2000-2014
	Distribuzione geografica dei genotipi di M. bovis
	Distribuzione geografica dei genotipi di M. bovis
	Slide Number 19
	Slide Number 20
	Slide Number 21
	Slide Number 22
	Slide Number 23
	M. caprae: distribuzione geografica 
	M. caprae: nel cervo in Europa
	Slide Number 26
	Slide Number 27
	Slide Number 28
	Riassumendo………prima degli esempi ….
	�Esempio rintraccio epidemiologico (coinvolti bovini e capre)�
	�Esempio rintraccio epidemiologico (M. bovis)�
	�Esempio rintraccio epidemiologico (M. caprae)�
	�Esempio rintraccio epidemiologico (M. caprae)�
	�CONCLUSIONI�
	Slide Number 35

