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Digestione artificiale
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La digestione artificiale e un test diagnostico che non prevede
|” utilizzo di controlli interni (positivi o negativi), pertanto risulta
fondamentale che il personale tecnico incaricato della prova sia
stato correttamente addestrato e che la sua capacita operativa
venga monitorata nel tempo.

Questo puo essere fatto tramite i circuiti interlaboratorio (proficiency
tests).



... Utilita dei Proficiency Tests

| Proficiency tests (PT) sono uno strumento ampiamente utilizzato per:

« Valutare le prestazioni dei laboratori riguardo specifiche analisi o
misurazioni;

« Monitorare le prestazioni dei laboratori su base continua;

 |dentificare i problemi correlati alle procedure di prova (strumentazione
inadeguata, formazione tecnica inefficace, ecc.) ed attuare le idonee
azioni per il miglioramento;

« Comparare tra loro diversi metodi di prova o di misurazione;
« Aumentare la fiducia dei clienti nei confronti dei laboratori;



Il PT su Trichinella

Assenza di linee guida riguardo l'organizzazione del PT su
Trichinella, e mancanza di uniformita a livello internazionale (es.
numero di campioni da analizzare)

Maggio 2012, durante il meeting dei Laboratori di Riferimento
europel per i parassiti, presentazione ed accettazione da parte
di tutti gli stati membri delle raccomandazioni elaborate dalla
Commissione Internazionale sulla Trichinellosi (ICT)

Il documento “Recommendations for Quality Assurance in
Digestion Testing Programs for Trichinella®“ riporta, tra le altre
cose, i requisiti minimi per I'organizzazione di un PT



*  Raccomandazioni ICT

Tessuto muscolare per la preparazione dei campioni

*Proveniente da specie animale e sito anatomico coerenti con cio
che viene testato di routine nel laboratorio

oIl piu possibile privo di tessuto grasso e tessuto connettivo

« Macinato in modo da facilitare lI'incorporazione delle larve

*Peso minimo 10 g, ma il campione totale da analizzare deve
essere sempre di 100 g (differenza fornita separatamente

dall’organizzatore)




Raccomandazioni ICT

Larve per la preparazione dei campioni

 Utilizzare solo larve vive, le larve morte aderiscono piu
facilmente alle pareti dei contenitori ed hanno diversa velocita di
sedimentazione

*Possono essere utilizzate sia larve libere che larve ancora con la
capsula integra

E consigliabile utilizzare specie di Trichinella incapsulate in
quanto piu resistenti al processo di digestione ed in grado di
sopravvivere piu a lungo nel campione




Raccomandazioni ICT

Numero di campioni e humero di larve

Il set di campioni deve comprendere almeno un negativo e
due positivi

| campioni positivi devono contenere un numero di larve

compresotra3ed

Il set di campioni deve contenere almeno un campione con 3

larve




Raccomandazioni ICT

Confezionamento e spedizione

Assicurare l'integrita del campione (evitare fuoriuscita di
materiale) e garantirne la conservazione (consigliato il
sottovuoto)

*Assicurare lI'identificazione univoca del campione (codice
numerico)

«Garantire la corretta conservazione (5° Cx3° C)
mediante spedizione refrigerata. Non congelare il
campione

Trasportare in accordo alle norme sulla sicurezza (UN
3373), minimizzando il tempo di trasporto (raccomandato
entro 48 h)
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Raccomandazioni ICT

Frequenza del PT

*Ogni operatore deve completare con successo almeno un PT
per anno

La frequenza puo essere aumentata nel caso di:

Risultati insoddisfacenti, ripetere il PT immediatamente o
iIntraprendere altre azioni correttive

*Requisiti dell’ente accreditante (la ISO 17025 richiede un
minimo di un PT per anno)

Richieste da parte dell'autorita competente in risposta a
particolari necessita (es. mantenere il livello di expertise in
regioni non endemiche)



Raccomandazioni ICT

Accettabilita dei risultati per campioni positivi:
Risultato accettabile: recupero di almeno una larva
Risultato inaccettabile: nessuna larva recuperata (falso negativo)

Accettabilita dei risultati per campioni negativi:
Risultato accettabile: corretta identificazione del campione negativo
Risultato inaccettabile: identificazione di una o piu larve (falso
positivo)

L'identificazione di un numero di larve maggiore di quelle presenti
nel campione puo indicare una non corretta formazione del
personale, che non e in grado di riconoscere il parassita, e richiede
un’opportuna azione correttiva.
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Raccomandazioni ICT

Valutazione dei risultati

L’operatore deve essere valutato su base qualitativa.

Secondo la normativa 2075/2005, il personale che effettua
I'analisi deve essere in grado di identificare la positivita/negativita
del campione per Trichinella, indipendentemente dal numero di
larve del parassita in esso contenute.

Il report dei risultati deve contenere il numero di larve recuperate
per ogni campione. Quest’informazione addizionale e infatti utile
per monitorare nel tempo le capacita dell’operatore.



Il PT del Laboratorio di
Riferimento Nazionale per
Trichinella

(1SS)
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Tipo di campioni

« Da gennaio 2012, in osservanza alle linee guida ICT, il numero
di campioni contenuti nel “pacchetto PT” e passato da 5 a 3.

« Polpetta di carne suina macinata da 35 g o da 100 g
contenente tra 3 e 5 larve muscolari vive di Trichinella spiralis




. Registrazione dei risultati

Scheda registrazione risultati
(versione cartacea presto sostituita da sistema online)

Codice | Metodo di digestione’ Data No. di larve reperite | Note
campione (gg/mm)

1 A 15/07/11 0
2 A 15/07/11 2
3 A 15/07/11 5

) A, metodo dell’ agitatore magnetico con digestione artificiale di campioni aggregati fino a 100 gr;

B, metodo di digestione automatica per campioni aggregati fino a 35 gr.
Alla consegna i campioni devono essere immediatamente conservati a +4° C. | campioni devono
essere processati in toto [non dividere mai il campione], entro 48 ore dal ricevimento e secondo uno
dei metodi riportati nel regolamento europeo 2075/2005. Trattandosi di carne macinata omogenare nel
frullatore solo per pochissimi secondi. Il presente modulo, debitamente compilato deve essere
inviato all’ Istituto Superiore di Sanita per fax (06 4990 3561) o per email (gianluca.marucci@iss.it)
entro 48 ore dall’ esecuzione delle prove.
Data Tecnico (home/firma):
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Scheda di valutazione-1
(versione elettronica)
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Criteri d’interpretazione dei risultati

Sulla base del REGOLAMENTO (CE) N. 2075/2005 DELLA COMMISSIONE del 5 dicembre 2005 che definisce
norme specifiche applicabili ai controlli ufficiali relativi alla presenza di Trichinella nelle carni, i risultati della
digestione dei campioni di tessuto muscolare vengono espressi come “positivo” (presenza di una o piu larve di

nematodi) o “negativo” (assenza di larve di nematodi).

TIPO CAMPIONE PESO (Q) C(:I\(I)IIEIISEE ATTESO OSSERVATO
suino 100 1 positivo positivo
suino 100 2 positivo positivo
suino 100 3 negativo negativo

Valutazione finale:

Raccomandazioni:
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Valutazione finale

Set composto da 2 campioni positivi ed 1 negativo

campioni

<5

<5

0

POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG

valutazione| POS

NEG

Alla valutazione finale viene aggiunta una raccomandazione
commisurata al tipo ed alla gravita di problema riscontrato



¢. Valutazione secondaria

Secondo il regolamento 2075/2005 la sola identificazione dei
campioni come positivi o negativi per la presenza del
parassita e ritenuta sufficiente.

Tuttavia il numero di larve recuperate durante I'analisi di un
dato campione costituisce un buon indicatore dell’efficacia
della tecnica e dell’addestramento dell’'operatore.

A tale scopo al laboratorio viene fornito anche un secondo
tipo di valutazione riguardante il numero di larve recuperate
durante 'analisi.
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Risultati della prova valutativa interlaboratorio sulla digestione di campioni aggregati

Per permettere al laboratorio di monitorare i propri risultati nel tempo e di compararli con

Scheda di valutazione-2
(versione elettronica)

di tessuto muscolare secondo il Regolamento (CE) N. 2075/2005

VALUTAZIONE QUANTITATIVA

quelli degli altri partecipanti, viene riportata la differenza (A) tra atteso ed osservato.

| criteri adottati per la valutazione dei risultati sono i seguenti:
- per campioni con un numero di larve >3, € considerato accettabile il reperimento di almeno 2 larve;
- per campioni con un numero di larve <3, & considerato accettabile il reperimento di almeno una larva.

Sovrastima:
| criteri adottati per la valutazione della sovrastima sono i seguenti:
- per campioni con un numero di larve >3, il massimo di sovrastima ammesso € di 2 larve;

- per campioni con un numero di larve <3 larve, il massimo di sovrastima ammesso e di una larva.

Tipo campione P(egs)o Codice | N°larve attese o':;:gclaete A Esito
suino 100 5 3 2 positivo
suino 100 2 3 3 0 positivo
suino 100 0 0 0 positivo




£’ Valutazione quantitativa
(di prossima applicazione)

Criteri adottati per la valutazione dei risultati:
- per campioni con un numero di larve >3, e considerato
accettabile il reperimento di almeno 2 larve;
- per campioni con un numero di larve <3, e considerato
accettabile il reperimento di almeno una larva.

Sovrastima:
- per campioni con un numero di larve >3, il massimo di
sovrastima ammesso e di 2 larve;
-per campioni con un numero di larve <3 larve, il massimo di
sovrastima ammesso € di una larva.

Lo Z-score per un numero cosi basso di larve per campione
perde di significativita e si e rivelato troppo restrittivo.
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Comparazione dei risultati
(in fase di studio)

Per permettere al laboratorio di monitorare i propri risultati nel
tempo e di compararli con quelli degli altri partecipanti, per ogni
campione viene calcolata la differenza (A) tra atteso ed
osservato.

Il valore “delta medio” (calcolato sul totale dei campioni
analizzati) potrebe essere utilizzato come parametro per
comparare i risultati dei partecipanti.
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Conclusioni
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La digestione artificiale e un tipo di test che non prevede 'uso di
controlli interni, quindi, la competenza tecnica degli operatori

risulta fondamentale.

| proficiency test sono un ottimo strumento per testare 'abilita del
singolo operatore e per valutare la competenza del laboratorio.

In accordo alla 2075/2005 risultati dei PT vanno valutatsi
esclusivamente su base qualitativa (presenza/assenza del

parassita).

La valutazione del numero di larve recuperate € uno strumento
utile al laboratorio per monitorare i propri risultati nel tempo e per

compararli con quelli degli altri partecipanti.



Grazie per la vostra attenzione




