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29/4/2019 *** ATTO COMPLETO ***

MINISTERO DELLA SALUTE

ORDINANZA 11 maggio 2018

Proroga dell'ordinanza 28 maggio 2015 e successive modificazioni,
recante: «Misure straordinarie di polizia veterinaria in materia di
tubercolosi, brucellosi bovina e bufalina, brucellosi ovi-caprina,
leucosi bovina enzootica». (18A04342)

(GU n.145 del 25-6-2018)

IL MINISTRO DELLA SALUTE

Visto il testo unico delle 1leggi sanitarie approvato con regio
decreto 27 luglio 1934, n. 1265, e successive modificazioni;

Visto il regolamento di polizia veterinaria approvato con decreto
del Presidente della Repubblica 8 febbraio 1954, n. 320, e successive
modificazioni;

Vista la legge 9 giugno 1964, n. 615, concernente la bonifica
sanitaria degli allevamenti dalla tubercolosi e dalla brucellosi, e
successive modificazioni;

Visto 1'art. 32, comma 1 della legge 23 dicembre 1978, n. 833,
recante «Istituzione del servizio sanitario nazionale» relativamente
al potere del Ministro della sanita' di emettere ordinanze di
carattere contingibile e urgente, in materia di igiene e sanita’
pubblica e di polizia veterinaria, con efficacia estesa all'intero
territorio nazionale o a parte di esso comprendente piu' regioni;

Visto 1'art. 117, comma 1 del decreto legislativo 31 marzo 1998, n.
112, recante «Conferimento di funzioni e compiti amministrativi dello
Stato alle regioni ed agli enti locali, in attuazione del capo I
della legge 15 marzo 1997, n. 59»;

Visto il decreto del Ministro della sanita' 28 marzo 1989,
concernente 1'obbligo in tutto il territorio nazionale delle
operazioni di profilassi e di risanamento degli allevamenti bovini da
brucellosi pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica
italiana 29 marzo 1989, n. 73;

Visto il decreto del Ministro della sanita' 2 luglio 1992, n. 453,
recante  «Regolamento concernente il piano nazionale per
1'eradicazione della brucellosi negli allevamenti ovini e caprini» e
successive modificazioni, pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della
Repubblica italiana 23 novembre 1992, n. 276;

Visto il decreto del Ministro della sanita' 27 agosto 1994, n. 651,
recante  «Regolamento concernente il piano nazionale per
1l'eradicazione della brucellosi negli allevamenti  bovini», e
successive modificazioni, pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della
Repubblica italiana 26 novembre 1994, n. 277;

Visto il decreto del Ministro della sanita' 15 dicembre 1995, n.
592, recante il «Regolamento concernente il piano nazionale per
l'eradicazione della tubercolosi negli allevamenti  bovini e
bufalini», e successive modificazioni, pubblicato nella Gazzetta
Ufficiale della Repubblica italiana 30 maggio 1996, n. 125;

Visto il decreto del Presidente della Repubblica 30 aprile 1996, n.
317, concernente «Regolamento recante norme per 1'attuazione della
direttiva 92/102/CEE del Consiglio del 27 novembre 1992, relativa
all'identificazione e alla registrazione degli animali», pubblicato
nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana 14 giugno 1996, n.
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160;
Visto il decreto del Ministro della sanita' 2 maggio 1996 n. 358,
recante  «Regolamento concernente il piano nazionale per

1l'eradicazione della 1leucosi bovina enzootica», e successive
modificazioni, pubblicato nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica
italiana 10 luglio 1996, n. 160;

Visto il decreto legislativo 22 maggio 1999, n. 196, recante
«Attuazione della direttiva 97/12/CE, che modifica e aggiorna 1la
direttiva 64/432/CEE del Consiglio del 26 giugno 1964 relativa ai
problemi di polizia sanitaria in materia di scambi intracomunitari di
animali della specie bovina e suina»;

Visto il decreto legislativo 9 gennaio 2004, n. 58, recante
«Disposizioni sanzionatorie per le violazioni del regolamento (CE) n.
1760/2000 e del regolamento (CE) n. 1825/2000, relativi
all'identificazione e registrazione dei bovini, nonche'
all'etichettatura delle carni bovine e dei prodotti a base di carni
bovine, a norma dell'articolo 3 della legge 1° marzo 2002, n. 39»;

Visto il decreto legislativo 19 agosto 2005, n. 193, recante
«Attuazione della direttiva 2003/50/CE relativa al rafforzamento dei
controlli sui movimenti di ovini e caprinin;

Vista 1l'ordinanza del Ministro della salute 14 novembre 2006
relativa a misure straordinarie di polizia veterinaria in materia di
tubercolosi, brucellosi bovina e bufalina, brucellosi ovi-caprina,
leucosi in Calabria, Campania, Puglia e Sicilia, pubblicata nella
Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana 7 dicembre 2006, n. 285,
S.0.;

Vista 1'ordinanza del Ministro della salute 9 agosto 2012 relativa
a misure straordinarie di polizia veterinaria in materia di
tubercolosi, brucellosi bovina e bufalina, brucellosi ovi-caprina,
leucosi in Calabria, Campania, Puglia e Sicilia, pubblicata nella
Gazzetta Ufficiale della Repubblica italiana 11 settembre 2012, n.
212;

Vista la decisione di esecuzione della commissione 2014/288/UE del
12 maggio 2014 concernente i requisiti uniformi per la notifica dei
programmi nazionali di eradicazione, di lotta e sorveglianza relativi
ad alcune malattie degli animali e zoonosi cofinanziati dall'Unione e
che abroga la decisione 2008/940/CE;

Visto il regolamento (UE) n. 652/2014 del Parlamento europeo e del
Consiglio del 15 maggio 2014 che fissa 1le disposizioni per 1la
gestione delle spese relative alla filiera alimentare, alla salute e
al benessere degli animali, alla sanita' delle piante e al materiale
riproduttivo vegetale;

Visto il regolamento (UE) n. 653/2014 del Parlamento europeo e del
Consiglio del 15 maggio 2014, che modifica il regolamento (CE) n.
1760/2000 per quanto riguarda 1l'identificazione elettronica dei
bovini e 1'etichettatura delle carni bovine;

Vista 1l'ordinanza del Ministro della salute 28 maggio 2015 recante
misure straordinarie di polizia veterinaria in materia di
tubercolosi, brucellosi bovina e bufalina, brucellosi ovi-caprina,
leucosi bovina enzootica pubblicata nella Gazzetta Ufficiale della
Repubblica italiana 24 giugno 2015 n. 144 come modificata e
prorogata, da ultimo, dall'ordinanza del Ministro della salute 6
giugno 2017, pubblicata nella Gazzetta Ufficiale della Repubblica
italiana 24 giugno 2017, n. 145;

Visto il decreto del Ministro della salute 28 giugno 2016 di
modifica dell'allegato IV del decreto del Presidente della Repubblica
30 aprile 1996, n. 317, recante «Regolamento recante norme per
1'attuazione della direttiva 92/102/CEE relativa all'identificazione
e alla registrazione degli animali» e in particolare 1l'art. 2, comma
1, che introduce dal 2 settembre 2017 1'obbligo della compilazione
della dichiarazione di provenienza e destinazione degli animali
(Modello 4) esclusivamente in modalita' informatica;

Visto il regolamento (UE) n. 429/2016 del Parlamento europeo e del
Consiglio del 9 marzo 2016 relativo alle malattie animali
trasmissibili e che modifica e abroga taluni atti di sanita' animale
(«normativa in materia di sanita' animale»);

Considerato che con 1'applicazione dei Piani di eradicazione
previsti dall'ordinanza del Ministro della salute 28 maggio 2015, e
sue successive modificazioni, e' stato accertato un generale calo di
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prevalenza delle malattie infettive ivi disciplinate ad eccezione
della brucellosi bufalina;

Rilevato che 1'applicazione delle misure sanitarie contenute
nell'ordinanza del Ministro della salute 28 maggio 2015, e sue
successive modifiche, ha consentito all'Italia di adempiere a quanto
raccomandato dalla Commissione europea nel report dell'audit FVO 6979
del 2013 sulla brucellosi, svoltosi nelle regioni Puglia e Calabria,
e nel report dell'Audit FVO 8407 del 2010 per 1la valutazione dei
attivita' di eradicazione della tubercolosi, come attestato dalla
stessa Commissione nell'ambito del general Audit per 1la valutazione
del Country Profile svolto nei giorni 12-16 dicembre 2016;

Considerato necessario assicurare livelli elevati di tutela della
salute animale e di sanita' pubblica in attesa dell'adozione, entro
il 21 aprile 2019, degli atti delegati e di esecuzione del
regolamento (UE) n. 429/2016 del Parlamento europeo e del Consiglio
del 9 marzo 2016, concernente il potenziamento delle misure sanitarie
in materia di sanita' animale, che entrera' in vigore il 21 aprile
2021;

Considerato, pertanto, necessario e urgente proseguire
1'applicazione delle misure sanitarie contenute nell'ordinanza del
Ministro della salute 28 maggio 2015 per assicurare un ulteriore calo
di prevalenza delle infezioni e procedere nelle attivita' di
eradicazione della brucellosi bufalina;

Ritenuto necessario, per i motivi suesposti, confermare per altri
dodici mesi le misure introdotte con la citata ordinanza del Ministro
della salute 28 maggio 2015, e successive modificazioni, la cui
efficacia cessera' il 24 giugno 2018, posto che 1le attivita' di
sorveglianza veterinaria sono indispensabili  per garantire
1'attuazione delle misure di prevenzione che interessano 1'uomo,
stante il carattere zoonotico delle malattie;

Ordina:
Art. 1

1. L'efficacia dell'ordinanza del Ministro della salute 28 maggio
2015, prorogata, da wultimo, dall'ordinanza 6 giugno 2017, e’
ulteriormente prorogato di 12 mesi a decorrere dalla data del 25
giugno 2018.

La presente ordinanza e' 1inviata alla Corte dei conti per 1la
registrazione ed e' pubblicata nella Gazzetta Ufficiale della
Repubblica italiana.

Roma, 11 maggio 2018
I1 Ministro: Lorenzin
Registrato alla Corte dei conti il 31 maggio 2018

Ufficio controllo atti MIUR, MIBAC, Min. salute e Min. lavoro e
politiche sociali, reg.ne prev. n. 1913
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Trasmissione elettronica
2, N. prot. DGSAF in Docspa/PEC

e

Ministero della Salute

DIREZIONE GENERALE DELLA SANITA’ ANIMALE E DEI FARMACI Regioni € Provincie Autonome
VETERINARI Assessorati alla Sanita

Uff. 111° DGSAF Servizi veterinari
Loro SEDI

11ZZSS
Loro SEDI
Registro Classif: 1.1.a.e/2017/7
E p.c.
Centro Nazionali di Referenza
Brucellosi
SEDE
Centro Nazionale di referenza
Tubercolosi.
SEDE
Centro Nazionale di referenza Leucosi.
SEDE

Allegati: 1

Oggetto: linee guida per I’elaborazione delle indagini epidemiologiche, messe a punto dal
Working-Group I.E, in ottemperanza a quanto previsto dall’art. 5 del rinnovo dell’O.M. del 6
giungo 2017.

Si trasmettono alle Regioni e 11ZZSS le linee guida per I’elaborazione delle indagini
epidemiologiche elaborate nel corso dell’esercizio del WGIE 2017, a completamento della modifica
dell’art. 5 dell’O.M 28 maggio 2015 e s.p. del 6 giugno 2017.

Tale strumento ha il fine di dare le indicazioni ai servizi veterinari territoriali per:
1) un adeguato svolgimento dell’indagine epidemiologica in caso di focolaio sospetto o
confermato;
2) la notifica dello stesso attraverso la completa compilazione della scheda epidemiologica
presente nel sistema SIMAN.
Si invitano quindi gli Enti in indirizzo a darne massima diffusione alle AASSLL/AASSPP di
competenza per mettere a conoscenza i colleghi di suddetto strumento e consentirne la rapida e totale
applicazione.
Siringrazia per la collaborazione.

Cordiali saluti
IL DIRETTORE GENERALE
*F.to Silvio Borrello

* Firma autografa sostituita a mezzo stampa, ai sensi dell’art.3, comma 2, del D.l1gs.39/1993

Referente del procedimento:

Dr. Pierdavide Lecchini - 065994 3126

Dr. R. Lomolino - 06 5994 6958 - 320 4780489
e-mail: dgsa@postacert.sanita.it







ITALY (OTbF+ nOTbF) % prevalence and distribution outbreaks year 2018

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2018
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ITALy (prevalence and outbreaks)
provinces OTbF (green)- provinces nOTbF with prevalence< 0,1% yellow
provinces nOTF with prevalence> 0,1 (white)

BOVINE TUBERCULOSIS IN ITALY - YEAR 2018
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ITALIY (territories nOTbF): % controls and

and positive animals

% prevalence- tested animals
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ITALY (territories OTF+nOTF): % controls and % prevalence- tested animals and positive animals
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ITALY (territories OTbF+nODbTF): % prevalence and incidence %
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ITALY ( only nOTbF): % prevalence and % incidence
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ITALY (nOTF): outbraks
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ITALY (OTbF e nOT F): number of slaughterhouse controls findings

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

BREEDING AND BREEDING AND BREEDING AND BREEDING AND BREEDING AND PHEELIE fEREEL

ALL REGION (OTF and NOTF) AND AND
FATTENING FATTENING FATTENING FATTENING FATTENING FATTENING FATTENING
HERDS HERDS HERDS HERDS HERDS HERDS HERDS

Abruzzo 0 0 0 3 0 0 0
Basilicata 5 245 2 1 1 9 8
Calabria 47 8 9 13 21 28 28
Campania 10 12 15 15 20 19 25
Lazio 0 0 0 0 0 0 0
Liguria 1 71 1 0 0 0 0
Lombardia 6 11 4 16 2 6 2
Emilia Romagna 10 2 4 3 4 2
Toscana 4 2 0 0
Marche 4 1 0 1 0
Molise 2 2 0 0 3 1 1
Piemonte 15 12 6 4 8 1 1
Valle D’Aosta 0 1 1 0 0 0 0
Puglia 0 10 10 14 13 21 88
Sardegna 2 2 2 0 1 1 0
Sicilia 129 79 76 60 98 78 122
Umbria NP 1 1 0 0 0 0
Veneto 0 22 0 26 0 1 1
Bolzano 7 18 11 6 7 0 0
Friuli Venezia Giulia 0 0 1 0 0 0
Trento 2 0 0 0 0 7 0

ITALY 239 502 149 164 179 177 278

Ministry of health and Reference Center of Bovine Tuberculosis- Italy Q ||7§

o Minisders dell olute







DATI RELATIVI ALLE AZIENDE (a)

ALLEGATO I

(una tabella per malattia e per specie)

REGIONE (c): STATO: ITALIA Anno: 2018

PERIODO 1 GENNAIO - 31 DICEMBRE (RELAZIONE ANNUALE)

MALATTIA (b): TUBERCOLOSI BOVINA E BUFALINA SPECIE: BOVINI Data di compilazione  23/04/2019

N wotale di Numero di Indicatori
Numero totale um:zrioen(:j:e : Numero di Numero di Numero di aziende in cui & % di aziende ) ) )
REGIONE Numero totale di aziende soggette a aziende aziende nuove aziende stato effettuato| positive in cui & | % (_i' copertura | % az!gnde % nuove :_';12|ende
di aziende (d) | interessate dal| grgmma di | controllate (¢ ositive (F ositive I'abbattimento | stato effettuato (degli allevamenti positive _positive
programma Pd_ gd t (e) p (U] p (@) totale I'abbattimento (prevalenza) (incidenza)
iradamento totale
_ 10=(5/3)x100 _ _

1 2 3 4 5 6 7 8 9=(8/6)x100 (5/ai00 | 11=(6/5)x100 | 12=(7/5)x100
ABRUZZO 3116 2552 2552 2552 0 0 0 0,00 % 100,00 % 0,00 % 0,00 %
BASILICATA 2621 2538 2538 2538 9 8 0 0,00 % 100,00 % 0,35% 0,32%
CALABRIA 6852 5415 5415 5300 23 21 0 0,00 % 97,88 % 0,43 % 0,40 %
CAMPANIA 9198 6445 6445 6445 40 30 5 12,50 % 100,00 % 0,62 % 0,47 %
LAZIO 7039 2320 2320 2320 6 3 2 33,33% 100,00 % 0,26 % 0,13%
MARCHE 927 529 0 529 3 2 1 33,33% 0,00 % 0,57 % 0,38 %
MOLISE 2190 1512 1512 1512 1 1 0 0,00 % 100,00 % 0,07 % 0,07 %
PUGLIA 3839 3744 3744 3744 31 31 2 6,45 % 100,00 % 0,83% 0,83%
SARDEGNA 7891 7724 4943 4941 1 0 1 100,00 % 99,96 % 0,02 % 0,00 %
SICILIA 9689 9412 9412 9412 118 102 0 0,00 % 100,00 % 1,25% 1,08 %

(a) Azienda corrisponde a raggruppamenti di animali o allevamento, secondo il caso.
(b) Malattia e specie animale, se del caso.
(c) Regione quale definita nel programma di eradicazione approvato dello Stato membro.
(d) Numero totale di raggruppamenti di animali esistenti nella regione, compresi quelli ammissibili al programma e quelli non ammissibili.
(e) Per controllo si intende I'esecuzione di un test a livello dell’azienda nell'ambito del programma per la malattia in causa allo scopo di mantenere, migliorare, ecc., lo status sanitario dell'azienda stessa. In questa colonna
un’azienda va conteggiata una sola volta, anche se é stata controllata piu volte.
(f) Aziende con almeno un capo positivo nel periodo in causa, a prescindere dal numero di volte in cui I'azienda é stata controllata.

(g) Azienda il cui status sanitario nel periodo precedente era sconosciuto, non indenne-negativo, indenne, ufficialmente indenne o sospeso e che in tale periodo hanno presentato almeno un animale positivo.

Data di elaborazione

23/04/2019 10.05.57
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REGIONE (c):

STATO: ITALIA

DATI RELATIVI ALLE AZIENDE (a)

ALLEGATO I

(una tabella per malattia e per specie)

Anno: 2018

PERIODO 1 GENNAIO - 31 DICEMBRE (RELAZIONE ANNUALE)

MALATTIA (b): TUBERCOLOSI BOVINA E BUFALINA SPECIE: BOVINI Data di compilazione  23/04/2019
Numero totale di NITE €1 Indicator
Numero totale aziende Numero di Numero di Numero di aziende in cui & % di aziende ) ) )
REGIONE Numero totale di aziende soggette a :ziende :ziende nu0\lje aziende stato effettuato| positive in cui & | % (_i' copertura | % az!gnde % nuove §Z|ende
di aziende (d) | interessate dal| grgmma di | controllate (¢ ositive (F ositive I'abbattimento | stato effettuato (degli allevamenti positive _positive
programma Pd_ gd t (e) p (U] p (@) totale I'abbattimento (prevalenza) (incidenza)
iradamento totale
_ 10=(5/3)x100 _ _

1 2 3 4 5 6 7 8 9=(8/6)x100 (5/ai00 | 11=(6/5)x100 | 12=(7/5)x100

VALLE D'AOSTA 1003 951 951 951 0 0 0 0,00 % 100,00 % 0,00 % 0,00 %

Totale 54365 43142 39832 40244 232 198 11 4,74 % 99,71 % 0,58 % 0,49 %

(a) Azienda corrisponde a raggruppamenti di animali o allevamento, secondo il caso.
(b) Malattia e specie animale, se del caso.
(c) Regione quale definita nel programma di eradicazione approvato dello Stato membro.
(d) Numero totale di raggruppamenti di animali esistenti nella regione, compresi quelli ammissibili al programma e quelli non ammissibili.
(e) Per controllo si intende I'esecuzione di un test a livello dell’azienda nell'ambito del programma per la malattia in causa allo scopo di mantenere, migliorare, ecc., lo status sanitario dell'azienda stessa. In questa colonna
un’azienda va conteggiata una sola volta, anche se é stata controllata piu volte.
(f) Aziende con almeno un capo positivo nel periodo in causa, a prescindere dal numero di volte in cui I'azienda é stata controllata.

(g) Azienda il cui status sanitario nel periodo precedente era sconosciuto, non indenne-negativo, indenne, ufficialmente indenne o sospeso e che in tale periodo hanno presentato almeno un animale positivo.

Data di elaborazione

23/04/2019 10.05.57
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REGIONE (c):

STATO: ITALIA

DATI RELATIVI ALLE AZIENDE (a)

ALLEGATO I

(una tabella per malattia e per specie)

Anno: 2017

PERIODO 1 GENNAIO - 31 DICEMBRE (RELAZIONE ANNUALE)

MALATTIA (b): TUBERCOLOSI BOVINA E BUFALINA SPECIE: BOVINI Data di compilazione  23/04/2018
Numero totale di NITE €1 Indicator
Numero totale aziende Numero di Numero di Numero di aziende in cui € % di aziende o o ao o .
REGIONE Numero totale |  di aziende soggette a aziende aziende nuove aziende | Stato effettuato | positive in cui & % di copertura | % aziende % nuove aziende
di aziende (d) | interessate dal| grgmma di | controllate (¢ ositive (F ositive I'abbattimento | stato effettuato (degli allevamenti positive _positive
programma pd. 9 d i © p ® P © totale I'abbattimento (prevalenza) (incidenza)
iradamento E—

1 2 3 4 5 6 7 8 o=@io100 | 1OEPATY | 11=(65)x100 | 12=(715)x100
ABRUZZO 3280 2647 0 2645 0 0 0 0,00 % 99,92 % 0,00 % 0,00 %
BASILICATA 2666 2509 0 2506 13 13 0 0,00 % 99,88 % 0,52 % 0,52 %
CALABRIA 6984 5698 0 5680 21 20 0 0,00 % 99,68 % 0,37 % 0,35 %
CAMPANIA 9714 6813 0 6813 37 33 1 2,70 % 100,00 % 0,54 % 0,48 %
LAZIO 7205 2180 0 2180 10 2 4 40,00 % 100,00 % 0,46 % 0,09 %
MARCHE 995 555 0 555 8 1 0 0,00 % 100,00 % 1,44 % 0,18 %
MOLISE 2293 1615 0 1615 1 1 0 0,00 % 100,00 % 0,06 % 0,06 %
PUGLIA 3992 3901 0 3901 21 20 1 4,76 % 100,00 % 0,54 % 0,51 %
SARDEGNA 3831 3771 937 2781 2 2 0 0,00 % 100,00 % 0,07 % 0,07 %
SICILIA 9767 9477 0 9473 199 170 1 0,50 % 99,96 % 2,10% 1,79 %

(a) Azienda corrisponde a raggruppamenti di animali o allevamento, secondo il caso.
(b) Malattia e specie animale, se del caso.
(c) Regione quale definita nel programma di eradicazione approvato dello Stato membro.
(d) Numero totale di raggruppamenti di animali esistenti nella regione, compresi quelli ammissibili al programma e quelli non ammissibili.
(e) Per controllo si intende I'esecuzione di un test a livello dell’azienda nell'ambito del programma per la malattia in causa allo scopo di mantenere, migliorare, ecc., lo status sanitario dell'azienda stessa. In questa colonna
un’azienda va conteggiata una sola volta, anche se é stata controllata piu volte.
(f) Aziende con almeno un capo positivo nel periodo in causa, a prescindere dal numero di volte in cui I'azienda é stata controllata.

(g) Azienda il cui status sanitario nel periodo precedente era sconosciuto, non indenne-negativo, indenne, ufficialmente indenne o sospeso e che in tale periodo hanno presentato almeno un animale positivo.

Data di elaborazione

23/04/2018 14.51.42
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REGIONE (c):

STATO: ITALIA

DATI RELATIVI ALLE AZIENDE (a)

ALLEGATO I

(una tabella per malattia e per specie)

Anno: 2017

PERIODO 1 GENNAIO - 31 DICEMBRE (RELAZIONE ANNUALE)

MALATTIA (b): TUBERCOLOSI BOVINA E BUFALINA SPECIE: BOVINI Data di compilazione  23/04/2018
Numero totale di NITE €1 Indicator
Numero totale aziende Numero di Numero di Numero di aziende in cui & % di aziende ) ) )
REGIONE Numero totale di aziende soggette a :ziende :ziende nu0\lje aziende stato effettuato| positive in cui & | % (_i' copertura | % az!gnde % nuove §Z|ende
di aziende (d) | interessate dal| grgmma di | controllate (¢ ositive (F ositive I'abbattimento | stato effettuato (degli allevamenti positive _positive
programma Pd_ gd t (e) p (U] p (@) totale I'abbattimento (prevalenza) (incidenza)
iradamento totale
_ 10=(5/3)x100 _ _

1 2 3 4 5 6 7 8 9=(8/6)x100 (5/ai00 | 11=(6/5)x100 | 12=(7/5)x100

VALLE D'AOSTA 991 979 0 979 0 0 0 0,00 % 100,00 % 0,00 % 0,00 %

Totale 51718 40145 937 39128 312 262 7 2,24 % 99,93 % 0,80 % 0,67 %

(a) Azienda corrisponde a raggruppamenti di animali o allevamento, secondo il caso.
(b) Malattia e specie animale, se del caso.
(c) Regione quale definita nel programma di eradicazione approvato dello Stato membro.
(d) Numero totale di raggruppamenti di animali esistenti nella regione, compresi quelli ammissibili al programma e quelli non ammissibili.
(e) Per controllo si intende I'esecuzione di un test a livello dell’azienda nell'ambito del programma per la malattia in causa allo scopo di mantenere, migliorare, ecc., lo status sanitario dell'azienda stessa. In questa colonna
un’azienda va conteggiata una sola volta, anche se é stata controllata piu volte.
(f) Aziende con almeno un capo positivo nel periodo in causa, a prescindere dal numero di volte in cui I'azienda é stata controllata.

(g) Azienda il cui status sanitario nel periodo precedente era sconosciuto, non indenne-negativo, indenne, ufficialmente indenne o sospeso e che in tale periodo hanno presentato almeno un animale positivo.

Data di elaborazione

23/04/2018 14.51.42

Pagina2di 2
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1.

PURPOSE

The object of this procedure is to describe the methodology employed to carry out
the in vitro detection assay for the production of gamma-interferon (IFN-y) on the

basis of clinical samples, for the diagnosis of tuberculosis infection.

MATERIAL

Clinical samples (blood) from the Bovidae family (cows, goats, sheep and buffalo).

REFERENCE DOCUMENTATION

- PG/001/VV. Coding, creatfion, modification and distribution of quality
management system documents.

- PG/003/VV. Preparation and control of media and reagents.

- PG/005/VV. Elimination of residues.

- PG/008/VV. Sample management: entries, identification and fraceability.

- PI/003/VV. Use, maintenance and verification of autoclaves.

- PI/007/VV. Use, maintenance and/or calibration of volumetric material.

- PI/008/VV. Use, maintenance and calibration of incubators.

- PI/013/VV. Use, maintenance and calibration of cold stores and freezers.

- PI/014/VV. Use, maintenance and verification of centrifuges.

- PI/O15/VV. Use, maintenance and verification of water equipment.

- Procedure based on ‘Immunoenzimatic assay for the detection and/or
quantification of bovine gamma-interferon in plasma samples’ kit instruction
manual (Prionics, Switzerland).

- Royal Decree 1047/2003, of 1st August, modified from Royal Decree 2611/1996 of
20th December, and concerned with the regulation of national programs for the
eradication of diseases in animals.

- The Commission’s Regulation (CE) n° 1226/2002 of the Commission, of 8th July 2002,
modified from the Council’s Annex B of Directive 64/432/CEE.

- Chapter concerning bovine tuberculosis from Rulebook for diagnostic testing and
OIE vaccinations in force.

- Wood, P.R., Corner, L.A., Plackett, P.1990. Development of a simple, rapid in vitro
cellular assay for bovine tuberculosis based on the production of interferon-
gamma. Res. Vet. Sci. 49: 46-49.

- Rothel, JS., Jones, S.L., Comer, LA, Cox, J.C., Wood, P.R. 1990. A sandwich
enzyme immunoassay for bovine interferon-y and its use for the detection of
tuberculosis in cattle. Aust. Vet. J. 67: 134-137.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Wood+PR%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Corner+LA%22%5BAuthor%5D
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- Wood, P.R., Corner, LA, Rothel, J.S., Baldock, C., Jones, S.L., Cousins, D.B.,
McCormick, B.S., Francis, B.R., Creeper, J., Tweddle, N.E. 1991. Field comparison of
the interferon-gamma assay and the intradermal tuberculin test for the diagnosis of
bovine tuberculosis. Aust. Vet. J. 68: 286-90.

- Jones, S.L., Cox, J.C., Shepherd, J.M., Rothel, J.S., Wood, P.R., Radford, A.J. 1992.
Removal of false-positive reactions from plasma in an enzime immunoassay for
bovine interferon-y. J. Immunol. Methods 155: 233-240.

- Aranaz, A., de Juan, L., Bezos, J., Alvarez, J., Romero, B., Lozano, F., Paramio, J.L.,
Lépez-Sdnchez, J., Mateos, A., Dominguez, L. 2006. Assessment of diagnostic tools
for eradication of bovine fuberculosis in cattle co-infected with Mycobacterium
bovis and M. avium subsp. paratuberculosis. Vet. Res. 37, 593-606.

- Alvarez, J., de Juan, L., Bezos, J., Romero, B., Sdez, J.L., Reviiego-Gordejo, F.J.,
Briones, V., Moreno, M.A., Mateos, A., Dominguez, L., Aranaz, A. 2008. Interference
of paratuberculosis with the diagnosis of tuberculosis in a goat flock with a natural
mixed infection. Vet. Microbiol. 128, 72-80.

- Spanish National bovine tuberculosis eradication program in force.
DESCRIPTION

4.1. General

According fo bibliography and scienfific literature, animals infected with
bacteria of the Mycobacterium tuberculosis complex (which includes
Mycobacterium bovis and M. caprae) have peripheral lymphocytes that are
sensifive to the antigens of these mycobacteria. These lymphocytes, which are
present in blood, would be capable of responding fo the anfigens in vitro, thus
producing a gamma-interferon response. The lymphocytes of not-infected

animals do not produce IFN-y. This IFN-y can be detected by means of ELISA.

4.2. Reagents and materials

- BOVIGAM® Kit (PrionicsTM, ThermoFisher Scientific). This consists of:
- 96 well microplates lined with specific bovine IFN-y antibodies (10 or 30
plates);
- freeze-dried positive control;
- freeze-dried negative control;
- green diluent (diluent for plasmas);

- 20X concentrated washing solution;



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Wood+PR%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Corner+LA%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Rothel+JS%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Baldock+C%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Jones+SL%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Cousins+DB%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22McCormick+BS%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Francis+BR%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Creeper+J%22%5BAuthor%5D

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Tweddle+NE%22%5BAuthor%5D

javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Aust%20Vet%20J.');
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- freeze-dried 100X concentrated conjugate: bovine IFN-y monoclonal
anfibody, labeled with peroxide;
- 5X concentrated blue diluent (10 well kit) or ready for use (30 well kit) for
the conjugate;
- enzyme substrate buffer solution (H202);
- 100X concentrated chromogen solutfion to dilute the enzyme substrate
buffer solution;
- enzyme stopping solution (H2SO4 0,5M);

- Sterile PBS.

- Sterile micronic tubes or similar.

- Caps for tubes.

- 3 ml sterile disposable pipettes.

- Incubator.

- Centrifuge and plate rotor.

- 24 or 96-well sterile culture plates.

- Bovine PPD tuberculin (bov PPD) (300 ug/ml).

- Avian PPD tuberculin (av PPD) (300 pg/ml).

- Mitogen (optional).

- Distilled water and ultra-pure water.

- Sterile 1.5 ml Eppendorf-type microtubes.

- Tap water.

- Container for water.

- 20-200 ul multi-channel pipette.

- Automatic multi-channel pipettes (ranging between 20-1200 pl).

- Micro-pipettes (ranging between 5-1000 ul) and fips.

- 10 ml graduated pipettes.

- Pipettor.

- Sterile tubes (50 ml).

- 50 ml and 1000 ml Class A glass test tubes.

- Absorbent paper.

- ELISA plate shaker.

- Tube racks.

- Refrigerator (5 + 3°C).

- Freezer (-15°C or below)

- Clean boftles (11).

- Latex and nitrile gloves.

- Lab coat.

FG-001/02-1
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43.

- Indelible felt-tip pen. Rotulador de tinta indeleble.
- Conical trays.
- Sink.
- Filter paper.
- Positive internal control (optional).
- Negative internal conftrol (optional).
- Spectrophotometer (50nm and 620nm filters).
- Computer.
- Three buckets to separate residues.
Note 1: the pipettes and equipment are specified on worksheets FE-008-
MYC/02 and FE-008-MYC/03. If the pipettes and the other equipment specified
are not used in this procedure, please use calibrated equipment and note it
down on the corresponding worksheets.
Note 2: the freezer in which the plasmas are kept unfil their analysis is specified
in the initial report
Note 3: specification of equipment:
- Incubator 37 + 1°C.
- Freezer -20, -40 + 5°C and below -70 °C.
- Refrigerator 5 + 3°C.

- Spectrophotometer: according to manufacturer.

Preparation of sample

- The sample required to carry out the technique (blood) should be collected
in lithium heparin vacutainers.

- The person in charge of taking the sample should preferably be a
veterinarian.

- The blood sample should be maintained at room temperature (20-25 °C,
average 23°C) and stimulated before eight hours post-collection. Register the
time at which the first blood sample was taken and the time at which it arrived
at the laboratory.

- A correlation should be established between the numbers on the fubes of
blood and the internal reference of the mycobacteria database by means of
a specific format (FE-008-MYC/08).

- Identify individually each tube and assign a unique reference.
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Specific conditions for stimulation on a 24-well plates

- A minimum volume of 5 ml of blood must be taken. As an exception, a
minimum volume of 3 ml is acceptable when it is difficult to extract the blood
(e.g. bullfighting cattle).

- It is necessary to mix the blood genftly by inverting the tube various fimes in
order to homogenise the heparin, and then to distribute the blood in three
wells of a 24-well plate (1.5 ml of blood per well or 1 mlif only a volume of 3 ml

of the sample is available) using sterile disposable pipettes.

Sample 1 1 PBS 1avPPD | 1bovPPD |2 2 2 Sample 2
Sample3 |3 3 3 4 4 4 Sample 4
Sample 5 |5 5 5 6 6 6 Sample 6
Sample 6 |7 7 7 8 8 8 Sample 8

- If any tuberculin is left over in the open vials, aliquot them in microfubes and
keep them refrigerated.

- Addition of antigen. The tuberculins employed to stimulate the blood are the
same as those used in the official eradication campaigns. Keep the tuberculin
refrigerated until use. The initial concentration of the tuberculin is as follows: av
PPD = 0.5 mg/ml; bov PPD = 1 mg/ml. The optimum concenfration for
stimulation is 20 ug PPD/ml of the sample. When using a volume of blood of 1.5
ml, the optimum concentration of the PPDs will be 30 ug PPD/1.5 ml of blood.
Prepare a concentration of 0.3 mg/ml (300 ug/ml) according to specific
format FE-008-MYC/05 (this will depend on the number of samples). The PBS
used should have undergone a sterility control. The av PPD and bov PPD
should have a preparation number to be registered on the worksheet FE-008-
MYC/03. If any tuberculin is left over in the open vials, aliquot in sterile
Eppendorf-type tubes and keep refrigerated.

- Stimulate each sample with 100 pl of sterile PBS and 100 ul of av PPD, and bov
PPD under aseptic conditions and shake the plates. If there is a lower volume
of blood, add a proportional quantity of PDDs (e.g. for 1 ml of blood, stimulate
with 66 ul of PBS or PPDs).

Specific conditions for stimulation in 2é-well plates.
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This only differs from the above as regards the volume of blood and the
preparation of the PPDs. The collection, conservation and freatment of the
blood must be the same as in the case of the 24 well plates.

- The minimum volume is 3 ml of blood.

- Addition of anfigen. In order to maintain an opfimum concentration of
anfigen (20 ug PPD/ml of the sample), it is necessary to prepare an 11X
concenfration of the antigen, since the blood (250 ) is stimulated with 25 | of
anfigen. A working concenfration of 220 ug/ml is required. The use,
preparation and conservation of the antigens are described above for the
stimulation of 24 well plates. Each sample can be stimulated in duplicate PBS,
av PPD and bov PPD under sterile conditions.

- Measure out the 25 | of the antigen onto the plates using a pipette and
according to the drawing shown below.

- Dispense the blood in sterile conditions info six wells of a 96 well plate (250 |
of blood per well) using a micropipette and sterile tips.

- Shake the plate manually at least 10 times in a clockwise direction and 10

fimes in an anfti-clockwise direction.

Blood 1
PBS

Blood 1 Blood 1 Blood 1 Blood 1 Blood 1
PBS PPDav PPDav PPDbov PPDbov

Blood 2
PBS

Blood 2 Blood 2 Blood 2 Blood 2 Blood 2
PBS PPDav PPDav PPDbov PPDbov

NOTE: when the samples do not fulfil some of the acceptance criteria that
affect the viability of the lymphocytes, a measurement of blood can be
stimulated with a mitogen in order to verify the immune state of a group of
animals, since they should react by producing gamma-interferon which can
be detected by ELISA. In the case of bovine cattle it is, for example, possible to

use pokeweed mitogen. The optimum concentration for stimulatfion is 2 pg
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mitogen/ml of sample. Follow the calculations described in format FE-008-
MYC/05.

- Incubate the covered plates in the incubator for 18-24 hours (37°C),
maintaining the atmosphere humid in order to prevent drying; this can be

done by placing one or various containers of distiled water in the heater.

- After incubation, centrifuge the plates with samples of between 500-770 g for
10-15 minutes in order to collect the supernatant (plasma). In the case of 24
well plates, it is sufficient to collect 300 or 400 ul from each well, while in the
case of the 96-well plates it is necessary to collect all the plasma.

- Collect the plasma using a pipette or a sterile plastic pipette tips, taking care
not to pick up any cells (although a slight hemolysis of a blood sample will not
affect the assay). Measure out the plasma into individual microtubes in a 96-
well format storage tubes, leaving six positions free in the middle of the plate
for the negative and positive confrols of the kit (i.e D4, D5, D6 and E4, E5, Eé).
The plasma collected from the 96-well plates from the blood stimulated in
duplicate with PBS, PPD av and PPD bov are placed together in an individual
microtube of the 96-well format storage tubes, occupying only three positions
(PBS, PPD av and PPD bov). The tubes are then covered.

- Plasma can be refrigerated at 4°C for up to 7 days or frozen at -20°C (or
lower) until analysis. Thawing should be performed at 4°C and the sample must
be tempered at room temperature before assaying. We recommend to keep
the plasmas refrigerated only if the ELISA is going to be performed in the

following 48-72 hour. Otherwise keep them frozen unfil their analysis.
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Posifion of samples. Plasma samples are placed
consecutively from right to left and top to boftom. Ex. A1, PBS
plasma; A2, av PPD plasma; A3, bov PPD plasma.

© Internal bovine IFN-ynegative control
® Negative Control Bovigam assay

@ Positive Control Bovigam assay

© Internal bovine IFN-y positive control

4.4. Gammae-interferon detection using ELISA

44.1.

Technical basics of the kit

BOVIGAM™ (a kit for the detection of bovine gamma-interferon) is a
rapid in vivo cellular-based assay for the diagnosis of the bovine
tuberculosis infection in bovine, ovine and caprine herds. The anfigens
(PPDs) are presented to the lymphocytes included in the blood. The
production of IFN-y by the lymphocytes is detected using monoclonal
anfibodies by means of a sandwich-type enzyme immunoassay (EIA).
The monoclonal anfibodies employed in the kit react with biologically
active, natural or recombined IFN-y in the form of monomer or dimer,
and do not cause a reaction when crossed with IFN o, or B.

BOVIGAM™ has been specially designed for the detection of bovine IFN-
y in plasma, and can be used to show the immune response measured
by cells in a complete-heparinized blood culture with antigen(s).
BOVIGAM™ has generally proven to be a rapid option that is sensitive
and convenient in an assay of lymphocytic proliferation, and has a wide
application in the study of immunity fo Tlymphocytes.

This test comprises three phases:

Phase 1. The plasma samples diluted in green diluent react with the

bovine IFN-y anfi-bodies joined to the solid support (plate).
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4.4.2.

4.43.

4.4.4.

Phase 2. The conjugatfe (anfi-bovine IFN-y marked with peroxidase)
reacts with the IFN-y fixed to the anfibody on the plate. Any conjugate
that has not reacted during incubation is eliminated by washing.

Phase 3. The addition of the enzyme substrate. The degree of conversion
of the substrata is proportional to the quantity of fixed IFN-y. The intensity

of the color of the reaction is measured using a spectrophotometer.

Cautions

- The proper laboratory procedures should always be followed.

- Nitrile gloves should always be worn.

- Chromogen solution: avoid contact with skin. Handle the chromogen
solution with care, from its preparation with the DMSO (dimethyl
sulfoxide), as it is absorbed through the skin.

- Stopping solution: the stopping solution of the enzyme is a strong acid. If
spilt, clean immediately by running water over the area of the spillage. If
the stopping solution comes intfo contact with the skin or eyes, wash with

copious amounts of water and seek medical advice.

Storage of kit

All the components should be kept refrigerated and thus maintained
stable until the expiry date indicated. The washing solution, once diluted,
can be kept at room temperature for two weeks. Allow all reagents to
equilibrate to room temperature, with the exception of the conjugate, at

least for 30 minutes before use. Refrigerate immediately after use.

Preparation of reagents

- Plates: Those strips that will not be used should be removed from the
plate, retfurned to the bag with the drier and kept refrigerated.

Note: the plates should be incubated in a raised position in order to
minimize inter-plate variations.

- Positive and negative control: reconstitute with ultra-pure water using
the pipette provided for this purpose, following the instructions from the
Bovigam leaflet. Once reconstituted, they should be kept refrigerated,
and will remain stable for up to 3 months. Homogenize the solution
before use.

- Green diluent: plasma buffer diluent. Ready to use at room

temperature. Shake it before use.
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- Blue diluent: conjugate diluent buffer. Shake before use. See Bovigam
leaflet.

- Conjugate-100X concenftrate: this should be kept refrigerated until use.

Reconstfitute the 100X concentrated conjugate according to the
instructions in the Bovigam leaflet, using distiled water and with the
pipette provided for that purpose. Ensure that the reconstitution is
correct. Avoid the possible formation of foam. Once reconstituted,
always keep refrigerated for a maximum period of 3 months.

It is necessary fo prepare the conjugate just before use. This is done by
diluting 1/100 of the 100X conjugate from the kit with the blue diluent
and homogenizing it. Add to the plate using the multi-channel pipette
provided for this purpose. The conjugate has to be used before 5
minutes after its preparation. Remove this working solution left,

The 100X concentrated conjugate should be refrigerated immediately
after its use.

- Washing solution: prepare the work solution by mixing 1 part of the 20X
washing solution with 19 parts of distiled water. Use the Class A glass test
tubes provided for this purpose. Any excess washing solufion can be
stored at room temperature for 2 weeks. Add to the plate from the
conical frays using the multi-channel pipette provided for this purpose.

- Enzyme substrate buffer: homogenize each reagent immediately
before its use.

Prepare the solution just before use and prepare only the volume
required. Dilute 1/10 of the concentrated chromogen with the enzyme
substrate buffer just before use and mix completely. Use the
micropipettes provided for this purpose. Add to the plate from the
conical trays using the multi-channel pipette. The diluted substrate

should be used less than 10 minutes after its preparation.

Notes:

- Throw the dilution away if a blue color appears after mixing.

- Do not use polystyrene containers or pipettes.

- Use polypropylene plastic containers sterilized by means of irradiation to
prepare the substrata solution.

- Any glass receptacle used with the enzyme substrate solution should be
carefully rinsed with 1N H2SO4 o HCI, and washed at least 3 times with

distilled water to ensure that no acid remains in it.
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4.4.5.

4.4.6.

447.

-Stopping solution: ready for use.

Preparation of standard controls

See format FE-008-MYC/11. Prepare a positive and negative reference
material to be used. The positive control should be IFN-y positive and
near to the cut-off established in this procedure (between 0.1 and 0.5).
The negative confrol should became from negative farms and/or to be

confirmed IFN-y negative before use.

Preparation of samples

- Plasma should be defrosted slowly. Place plasma in refrigeration the
day before the assay.

- Samples should be at room temperature before use. Equilibrate to room
temperature at least 30 minutes. Homogenize the samples using the
micropipettes provided for this purpose before evaluating them in the

BOVIGAM™ assay. They should not reach a temperature above 37°C.

Procedure

- Use the BOVIGAM™ FE-008-MYC/02 worksheet.

- Prepare and label the plates.

- Add 50 pl of green diluent to the wells required using the micropipette.

- Add 50 pl of the plasma samples, avoiding the formation of bubbles.

- Add 50 pl of the controls to the wells containing the green diluent.

Each sample is composed by plasma extracted from the blood
stimulation with the PBS, av PPD and bov PPD; it will occupy three
consecutive wells. The controls should be added to each plate last.
Shake the plate (manually or with a shaker, approximately 30 seconds to
mix the components).

- Cover each plate with the lid and incubate at room temperature for 60
+ 5 minutes.

- Remove the plasma samples and wash the plates 6 times at room
temperature using a multi-channel pipette. Fill the wells with the washing
solution (300 ul), avoiding spillage intfo any in adjacent wells. Remove the
washing solution and repeat 5 more fimes. After the sixth wash, drain the
plates upside-down, hitting them against the absorbent paper several

times in order to eliminate the remains of the washing solution.
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- Add 100 ul of the recently prepared conjugate to each well. The 1X
conjugate is prepared according to the manufacturer instructions. he 1X
conjugate is prepared according to point 4.4.4 of the preparation of
reagents and calculations described in format FE-008-MYC/04. Shake the
plates (approximately 30 seconds).
- Cover the plate and incubate at room temperature for 60 + 5 minutes.
- Wash the plates 6 times as in the previous step.
- Prepare the chromogen solution after the washing step.
- Add 100 pl of the recently prepared chromogen solution o each well
using the pipette provided for this purpose. Shake the plate with the
shaker (approximately 30 seconds).
- Cover the plate and incubate at room temperature for 30 minutes. The
incubation time starts when adding the solution to the first well.
- Add 50 ul of the stopping solution to each well using the multi-channel
pipette provided for this purpose.
NOTE: the stopping solution should be added to the wells in the same
order and at the same velocity as the substrate solution was added.
- Read the optical density (OD) values using a 620nm reference filter and
a 450nm filter before 5 minutes have passed. Upon subfracting both
values (OD with the 450nm filter — OD with the 620nm filter), we obtain
the OD value for each sample, which will be used to interpret the results.
This reading is carried out in the spectrophotometer and the absorbance
values are kept in printed format or in an electronic support. Save the
results in an electronic format. The name of the folder will always be:

- B: which refers to BOVIGAM™,

- Date: date on which the ELISA was carried out.

- Analyst: acronym of the analyst who carried out the analysis.

—For example: B 22-11-07 FL.

Each folder will contain the OD values of the readings taken at 450nm
and 620nm from the various plates, and will be entitled Platel, Plate 2,
etc.

—For example: Plate1 450 (Reading of plate number 1 at 450nm)
- The values are processed by following specific format FE-008-MYC/06.
Once the samples have been analyzed, keep them frozen for six months

and write down the freezer in the sheet.
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4.5,

4.6.

Elimination of residues

Although the freatment of residues is specified in PG/005/VV, we deem it
necessary to specify the separation of the various reagents during this
procedure according fo their components. There will, therefore, be three
buckets in the laboratory perfectly labeled with the chemical product and the
reagents/bottles to be separated.

- Bucket 1 (Thiomerosal): Positive and negative controls, green diluent,
conjugate, blue diluent, washing solution. Any of these components that are
left over can be stored in one of these buckets.

- Bucket 2 (N-methyl-2-pyrrolidone and 3.3, 5.5-tetramethyloenzidine):
Chromogen or substrata and the mixture of the substrate/chromogen buffer. If
any is left over after preparation, place it in another recipient (e.g. Corning
tube

- Bucket 3 (Sulfuric Acid): stopping solution. If any is left over after preparation,
place it in another recipient (e.g. corning tube).

The substrate solution can be thrown in the general garbage since it contains

hydrogen peroxide.

Results

4.6.1. Validation of the test

The results of the controls must be examined before interpreting the
results of the samples. The assay is considered valid when the following
criteria are fulfilled:

Kit controls

- the mean value of the negative confrols must be < 0.130;

- the maximum difference in OD values for the three OD values must not
exceed 0.040;

- the mean value of the OD of the positive controls must be above
0.7000;

- the difference in the OD obtained for the three replicas of the positive
confrols must not exceed 30% of the mean.

Internal reference controls

- the internal negative control must always be negative.

- the internal positive control must always be positive. The variation with
regard to the established reference must be less than or equal to 30% of
the mean of the IFN bov value (bov PPD OD - PBS OD).
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In both cases, the same interpretation criteria will be used for the

samples.

4.6.2. Interpretation of results

The interpretation of the results is as follows:

A. IFN bovine positive: infected with M. bovis/M. caprae
OD bov PPD - nil antigen (PBS) 2 0.1 and
OD bov PPD bov —av PPD =2 0.1

B. IFN bovine negative: not infected with M. bovis/M. caprae
Any of the options not categorized in the previous section.
Note: if the OD av PPD - PBS =2 0,1 y av PPD OD > bov PPD, an
infection by M. avium, by other mycobacteria or a recent infection
by M. avium subsp. paratuberculosis can be present. This is called
avian reactor.

C. Inconclusive:
- Samples with negative IFN bov with a negative result with the

mitogen.

NOTE: when the avian and bovine PPD OD values in the sample are
reaching maximum level of detection of the absorbance reader, the
samples should be repeated by making a dilution (1/5 or below) using
negative plasma.

When interpreting the results, all additional information should always be

borne in mind (clinical history, epidemiological history of the herd, etc.).

The results are expressed by means of the value corresponding fo avian
y-IFN (OD PPD avian - PBS) or bovine IFN (OD PPD bovine - PBS) in the
specific format FE-008-MYC/07: Table of Bovigam-Parachek results:

- Positive bovine IFN (IFN bov):

a. All those IFN bov values over 0.1 that IFN av IFN bov
are greater than the avian IFN values 00569
are colored in red.

b. All those avian IFN (IFN av) values greater than 0.1 but lower

than the IFN bov values are colored in IFN av IFN bov
light green). 0.1510

- Negative IFN bov:

IFN av IFN bov

FG-001/02-1
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c. Al those IFN bov values that are | 03931 [ 0200 ]
greater than 0.1 and lower than the avian IFN values are
colored in orange.

d. Positive IFN av. All those reoc.’rors of N av IFN bov
over 0.100 greater than the bovine IFN 0,2570 0,0378
value are colored in green. 0,2570 0,0780

. . . IFN av IFN bov
. Bovin n vian IFN n five: n
e ovine and avia egative: no 0.0700 0.0250

color. Bovine/avian IFN negative: no
color.

The final report of the results for the customer will contain a column
showing the following results:

e 'POSITIVE', if the result fulfills options a, b.

e '‘NEGATIVE' avian reactor’, if the results fulfill option d.

e '‘NEGATIVE' if the results fulfill options c, e.

e 'INCONCLUSIVE'.

FG-001/02-1
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Oggetto: focolai di TBC bovina —indagine epidemiologica-sorveglianza su animali selvatici.

Da un controllo del sistema SIMAN é stato possibile verificare che in alcuni casi i servizi veterinari
individuano come causa di focolai di TBC bovina il contatto con animali selvatici.

La presenza della TBC nei selvatici € spesso una spia della presenza della malattia dei bovini e nella
gran parte dei casi questi ultimi rappresentano la principale via di infezione verso gli stessi selvatici
e non viceversa. Nella gran parte dei casi infatti I’adeguata attuazione delle misure di profilassi nei
bovini ¢ sufficiente a eliminare la malattia anche nelle specie selvatiche.

Tuttavia il superamento di un certo limite di esposizione dei selvatici all’agente eziologico da parte
di animali domestici pud portate a situazioni di rischio di endemizzazione della malattia nelle
popolazioni selvatiche di un determinato territorio.

Per i motivi sopra esposti qualora nei focolai di TBC bovina venga evidenziato il sospetto di una
correlazione epidemiologica con i selvatici, riportata in SIMAN, sara necessario effettuare ulteriori
e approfondite indagini per verificare in primis I’eventuale presenza dell’agente eziologico della
TBC bovina in questi animali. Tale piano di indagine sara a cura del Servizio veterinario
competente, sentito I’OER e/o I’'1ZS di riferimento, e dovra specificare tempi e modi di esecuzione,
coinvolgere gli stakeholder e informare la Regione che lo inserira nella relazione delle attivita, in
ambito di rendicontazioni annuali, al Ministero della Salute.

Tale piano richiede I’attuazione della sorveglianza nei selvatici che pud essere effettuata sugli
animali sensibili quali cervi, caprioli, capre selvatiche, e cinghiali sia rinvenuti morti che abbattuti a
caccia. Inoltre qualora nelle zone identificate a rischio ci sia la presenza di allevamenti di suini allo
stato brado, in cui viene evidenziata la possibilita di contatto con le suddette specie, questi devono
essere sottoposti a visita ispettiva post-mortem al mattatoio per la tutta durata del piano.
Relativamente a questa specie il servizio veterinario alla visita ispettiva si incarichera di verificare
la carcassa con particolare attenzione ai linfonodi della testa che dovranno essere esaminati per
evidenziare eventuali lesioni tubercolari e in caso affermativo effettuare il campionamento per
I’esecuzione delle prove PCR per confermare la presenza del micobatterio nonché la prova
batteriologica per effettuare I’isolamento e tipizza