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RIASSUNTO
La sorveglianza delle malattie trasmissibili è un aspetto cruciale per la gestione sanitaria degli allevamenti intensivi, in parti-
colare quelli suinicoli, in considerazione della numerosità degli animali presenti, della loro elevata densità e del rapido turn-
over. Per essere efficaci e routinariamente utilizzabili, gli strumenti di sorveglianza devono possedere alcune caratteristiche:
economicità, rappresentatività, facilità di prelievo dei campioni da analizzare, sensibilità e specificità dei risultati. La sorve-
glianza viene condotta prevalentemente avvalendosi di metodi diagnostici indiretti che utilizzano il siero di sangue come ma-
trice per la ricerca di anticorpi specifici. Il prelievo ematico comporta dei costi legati alla manodopera oltre ad essere una tec-
nica relativamente complessa e fortemente stressante per l’animale. Per queste ragioni, da alcuni anni vengono impiegate ma-
trici alternative al sangue (fluido orale, OF; succo di carne, MJ; fluidi di processazione, PF) come campioni individuali o di
gruppo da utilizzare a scopo diagnostico. La raccolta di un campione di gruppo offre una serie di vantaggi: permette di esa-
minare contemporaneamente più individui, con un costo unitario inferiore e di accertare lo stato di malattia della popolazio-
ne. L’efficace utilizzo di matrici alternative al sangue richiede tuttavia la disponibilità di test diagnostici validati per queste ma-
trici, la conoscenza della loro sensibilità e specificità assoluta e relativa al gold-standard (generalmente rappresentato dal siero
di sangue) e la comprensione dei loro limiti applicativi. In questa review vengono prese in considerazione le principali matri-
ci alternative al sangue, descrivendo le condizioni ottimali per il loro prelievo e utilizzo nell’ambito di piani di monitoraggio
delle malattie trasmissibili negli allevamenti suinicoli intensivi.
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INTRODUZIONE

Gli aspetti sanitari sono un fattore chiave della produttività
di qualsiasi sistema zootecnico ma rivestono una particolare
importanza per l’industria suinicola a causa della natura al-
tamente intensiva degli allevamenti.
Oltre alle forme cliniche di malattia, che si presentano spes-
so in modo epidemico, numerosi agenti eziologici sono re-
sponsabili di forme sub-cliniche, a carattere endemico che
causano gravi conseguenze economiche dovute alla riduzio-
ne delle performances di accrescimento. Inoltre, l’assenza di
sintomi clinicamente evidenti condiziona negativamente le
possibilità di una diagnosi precoce del problema sanitario. In
queste situazioni deve essere posta grande enfasi sul monito-
raggio e la sorveglianza dei patogeni attraverso la raccolta re-
golare e sistematica di campioni biologici per l’esecuzione di
test diagnostici diretti e/o indiretti.
I metodi utilizzati per il monitoraggio di routine delle ma-
lattie trasmissibili consistono, in genere, nella raccolta di
campioni di sangue e nelle successive indagini sierologiche.
Questi metodi forniscono informazioni affidabili ma presen-
tano alcuni limiti. Ad esempio, il prelievo di sangue per il
monitoraggio di routine è una prestazione di competenza del
medico veterinario e che richiede la presenza di un secondo
operatore per la cattura e il contenimento degli animali. Nei

suini, il metodo comunemente utilizzato per il prelievo ema-
tico è la venopuntura giugulare, poiché consente di racco-
gliere un volume adeguato (in genere 3-5 ml) di sangue. Se
sono sufficienti volumi più piccoli, il sangue può essere pre-
levato perforando una vena dell’orecchio. Entrambi i metodi
di prelievo richiedono il contenimento dell’animale con con-
seguente stress1, interferendo così con il benessere degli ani-
mali2. Seppur limitato, esiste inoltre un rischio di morte nei
suini sottoposti a prelievo di sangue, in particolare nei sog-
getti più giovani.
Matrici alternative al sangue quali il fluido orale e i processing
fluids, che vengono raccolte in modo non invasivo anche da
personale non veterinario e che sono in grado di fornire
informazioni sanitarie accurate, possono consentire di am-
pliare le possibilità di monitoraggio delle malattie trasmissi-
bili in allevamento. Inoltre, nel contesto aziendale, la diagno-
si viene spesso approcciata sul piano del gruppo piuttosto
che dal punto di vista individuale: i fluidi orali e i processing
fluids possono quindi essere utilizzati efficacemente nell’am-
bito di questo tipo particolare di sorveglianza.
In associazione al monitoraggio condotto sugli animali in vi-
ta, che ha il vantaggio di fornire informazioni sanitarie utili
all’implementazione immediata di eventuali misure di con-
trollo, è possibile utilizzare anche metodi di sorveglianza ba-
sati sull’esame di campioni prelevati da animali macellati che
forniscono, quindi, una valutazione a posteriori. In questo
caso, una delle matrici biologiche utilizzabili è rappresentata
da una frazione di muscolo da cui è possibile estrarre il suc-
co di carne.

O
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In questo lavoro vengono prese in considerazione le princi-
pali matrici alternative al sangue, descrivendo le condizioni
ottimali per il loro prelievo e utilizzo nell’ambito di piani di
monitoraggio delle malattie trasmissibili negli allevamenti
suinicoli intensivi.

MATRICI BIOLOGICHE 
ALTERNATIVE AL SANGUE

Fluido orale
Dal punto di vista diagnostico, il fluido orale (oral fluid, OF)
è stato descritto come lo “specchio del corpo”3 in quanto è
possibile evidenziare, al suo interno, molte delle sostanze
bio-analitiche presenti nel sangue.
L’utilizzo dell’OF per la valutazione delle condizioni di salu-
te e la diagnosi di malattia nell’uomo e negli animali ha una
storia sorprendentemente lunga. I primi tentativi di diagno-
sticare alcune malattie metaboliche dell’uomo esaminando il
fluido orale per una varietà di analiti, risalgono agli inizi del
secolo scorso4. Nel 1909 venne riportata la positività ad un
test di agglutinazione per Brucella melitensis in pazienti con
diagnosi di Febbre maltese5, dimostrando quindi indiretta-
mente la presenza di anticorpi nella saliva. Negli anni succes-
sivi, gli sviluppi delle tecniche diagnostiche che utilizzavano
l’OF sono state oscurate dai miglioramenti dei test che uti-
lizzavano sangue o siero. A partire dalla metà degli anni ’80,
la segnalazione della presenza nell’OF di anticorpi specifici
per il virus dell’immunodeficienza umana (HIV)6 dà nuova
enfasi ai test che utilizzano l’OF. A causa di questa segnala-
zione e/o dei concomitanti progressi della tecnologia dia-
gnostica, negli ultimi tre decenni nuovi test che utilizzano
l’OF sono stati messi a punto, sviluppati, validati e imple-
mentati per una vasta gamma di malattie trasmissibili e non,
farmaci, ormoni e marcatori di malattie.
In considerazione della varietà di metodi di raccolta dell’OF
è importante descrivere accuratamente i campioni che ne ri-
sultano, usando una terminologia standardizzata. Seguendo
le linee guida redatte da Atkinson et al.7, la saliva è definita
come “il fluido ottenuto per espettorazione” mentre i fluidi
orali come “il fluido ottenuto mediante l’inserimento di col-
lettori assorbenti nella bocca”. I campioni ottenuti possono
anche essere descritti come “stimolati” o “non stimolati” a se-
conda del metodo di raccolta o dell’utilizzo di stimolanti chi-
mici per indurre il flusso salivare8. I campioni raccolti me-
diante l’utilizzo di materiali assorbenti sono di solito consi-
derati “stimolati”, mentre quelli ottenuti mediante espettora-
zione o salivazione sono definiti “non stimolati”7,8.
Il fluido orale è una miscela di secrezioni salivari e trasudati
mucosali orali che, grazie a quest’ultimo componente, può
fornire indicazioni sulle molecole presenti nel flusso sangui-
gno, anticorpi compresi, o sulla presenza in circolo di agenti
eziologici9,10. È attraverso la mucosa che gli agenti patogeni e
gli anticorpi specifici presenti nel circolo possono essere tra-
sferiti nella cavità orale e rilevati dall’esame dell’OF.
L’evidenza del passaggio di anticorpi sierici (IgG, IgM, IgA)
dal sistema circolatorio alla cavità orale è stata dimostrata
sperimentalmente11. È stata inoltre descritta la produzione
locale di anticorpi, da parte di plasmacellule di origine sieri-
ca, nelle ghiandole salivari e nel tessuto linfoide associato ai
dotti (DALT)12-14. Queste cellule secernono IgA nella saliva in
associazione con cellule epiteliali duttali e acinose che espri-

mono recettori specifici per le IgA. Nell’uomo, anche le
ghiandole salivari minori (MSG) svolgono un ruolo sostan-
ziale nella produzione di IgA, contribuendo per il 30-35%
delle IgA totali prodotte in risposta a stimolazioni antigeni-
che locali. Anche IgM e IgG possono essere prodotte local-
mente ma a concentrazioni più basse rispetto alle IgA15.
Oltre ai diversi isotipi di immunoglobuline, nell’OF possono
essere presenti anche molti agenti eziologici, sia locali sia si-
stemici, compresi alcuni degli agenti patogeni più significati-
vi dal punto di vista economico per l’allevamento del suino
(Tabella 1)16.
Nonostante sia possibile l’esame di fluidi orali prelevati dal
singolo animale, l’utilizzo principale di questa matrice ri-
guarda campioni raccolti da gruppi di animali, una percen-
tuale variabile dei quali avrà contribuito a costituire il cam-
pione diagnostico che sarà utilizzato per valutare la presen-
za di anticorpi specifici e/o di agenti patogeni. Questa mo-
dalità è interessante in suinicoltura perché permette di esa-
minare contemporaneamente più individui con un costo
unitario contenuto e di accertare lo stato sanitario dei
gruppi di animali.

Fluido orale: prelievo e conservazione
La raccolta dei campioni di OF è una pratica di facile esecu-
zione che può essere eseguita dall’allevatore o da personale
tecnico, non richiedendo una formazione specifica e che
consente di ottenere rapidamente numerosi campioni a bas-
so costo, senza stress per gli animali16,17.
I suini hanno una naturale tendenza comportamentale a
mordere e masticare oggetti a loro presentati anche se il li-
vello di interazione tende a decrescere con l’aumentare del-
l’età18. Un campione di OF può essere raccolto lasciando a
disposizione degli animali, legate ad un supporto in un pun-
to relativamente pulito del box, una o più corde costituite da
materiale assorbente. Tuttavia, per essere efficace, il prelievo
dell’OF deve essere rappresentativo del gruppo. In condizio-
ni di campo esistono numerosi fattori che potrebbero in-
fluenzare la probabilità che tutti i suini di un gruppo con-
tribuiscano a formare il campione collettivo di OF: arricchi-
mento ambientale19, dimensioni del gruppo20, gerarchia al-
l’interno del gruppo21, età18, modalità e tempi di presenta-
zione della corda22. È interessante l’osservazione che i suini
di 50 kg non perdono interesse anche a fronte di esposizio-
ni ripetute alla corda22, permettendo così di ripetere nel
tempo il prelievo.
La corda, del diametro di circa 1-1,5 cm, deve avere una lun-
ghezza tale da non toccare il suolo e da consentire ai suini di
interagire agevolmente (Figura 1A). L’OF viene successiva-
mente estratto ponendo la corda dentro un sacchetto di pla-
stica, strizzandola (Figura 1B) e raccogliendo il contenuto in
una provetta dopo aver tagliato un angolo del sacchetto (Fi-
gura 1C). La quantità di OF raccolto da un box di 20 suini è
di circa 10-12 mL se viene utilizzata una sola corda e può su-
perare i 50 mL con 3 corde22, più che sufficiente per eseguire
numerose determinazioni analitiche. Il numero di corde ne-
cessarie affinché un campione sia rappresentativo dipende
dalla dimensione della popolazione e della numerosità degli
animali presenti nel box. In genere, si ritiene che una corda
consenta la raccolta di un campione rappresentativo di un
gruppo composto da 30 animali. Se il numero di animali per
box è maggiore, sarà necessario appendere più corde in aree
diverse del box per attirare gruppi diversi di animali. Gene-
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ralmente, in animali abituati agli arricchimenti ambientali,
un tempo di 30 minuti è sufficiente a garantire che almeno il
75% degli animali presenti interagisca e mastichi le corde22.
Se dall’osservazione del comportamento del gruppo dovesse
risultare uno scarso livello di interazione con le corde, si rac-
comanda di aumentare il tempo di esposizione a 60 minuti2.
La tipologia della corda utilizzata può avere alcune ripercus-
sioni sia sul prelievo sia sui risultati. In commercio sono di-
sponibili corde in materiale naturale (cotone o canapa) op-
pure corde sintetiche in poliestere e poliammide (che assor-
bono l’acqua) o polipropilene e polietilene (idrorepellenti)17.
La tipologia del materiale con cui è costruita la corda in-

fluenza in modo significativo il volume dell’OF raccolto, la
concentrazione di isotipi anticorpali e la concentrazione di
agente eziologico. Nonostante le corde in cotone siano quel-
le attualmente più diffuse e utilizzate per la raccolta di OF da
impiegare in test diagnostici diretti o indiretti, è importante
tenere in considerazione che la natura delle corde può in-
fluenzare i risultati delle analisi. Ad esempio, è stato dimo-
strato che l’utilizzo di corde di cotone o canapa aumenta la
probabilità di evidenziare, mediante qRT-PCR, il genoma di
PRRSV rispetto all’utilizzo di corde in materiale sinteti-
co8,17,23. Le corde in cotone sono inoltre le più indicate per la
ricerca di IgG specifiche per PRRSV ma questo materiale in-

Fluidi orali PRRSV X 46

PRRSV X 47

Virus influenzali X 48, 49

Virus influenzali X 50

Virus della peste suina classica X 51

Virus della peste suina classica X 52

Virus dell’afta X 53

Virus dell’afta X 53

Virus della malattia di Aujeszky X 54

Virus della malattia di Aujeszky X 54

PCV2 X 47

Actinobacillus pleuropneumoniae X 55

Succo di carne Salmonella X 29-31, 56

Virus dell’epatite E X 57, 58

Virus della malattia di Aujeszky X 35

Virus influenzali X 59

Toxoplasma gondii X 28, 33, 56, 59, 60

Yersinia enterocolitica e Y. pseudotuberculosis X 56, 61

Trichinella spp. X 56

Mycoplasma hyopneumoniae X 59

Actinobacillus pleuropneumoniae X 32

Brachyspira hyodysenteriae X 62

Fluidi di processazione PRRSV X 36

PRRSV X 36

PCV2 X 36

Tabella 1 - Esempi di possibile utilizzo diagnostico delle matrici alternative al sangue.

Matrice Agente eziologico
Diagnosi Diagnosi Riferimenti
diretta indiretta bibliografici

Figura 1 - Prelievo dei fluidi orali.
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terferisce con la possibilità di mettere in evidenza IgA e
IgM23, per le quali si raccomanda la raccolta di OF mediante
corde in fibra sintetica.
Sono relativamente scarse le informazioni disponibili circa
la stabilità delle immunoglobuline e degli agenti eziologici
presenti nell’OF. Per quanto riguarda il virus della PRRS, è
stato dimostrato che temperature di conservazione >10°C
per 24 ore riducono sensibilmente la quantità di RNA vira-
le e di anticorpi specifici24. Va inoltre considerato che la con-
taminazione batterica degli OF può essere consistente e che
la conservazione a temperature relativamente basse, ma su-
periori a 0°C, può consentire la loro replicazione e le conse-
guenti variazioni di pH, interferendo così con le procedure
diagnostiche.
Il fluido orale contiene comunemente particelle insolubili di
derivazione ambientale (es. mangime, feci e materiale inor-
ganico). Questi contaminanti non influenzano direttamente
le prestazioni dei test diagnostici ma possono interferire con
le procedure di esecuzione riducendo, ad esempio, la preci-
sione della distribuzione dei reagenti mediante pipetta. Per
rimuovere i particolati dall’OF possono essere utilizzate la
filtrazione o la centrifugazione ad alta velocità per tempi
prolungati; queste tecniche risultano tuttavia poco pratiche e
dispendiose in termini di tempo. È stata anche valutata la
possibilità di chiarificare gli OF utilizzando flocculanti chi-
mici25. Tuttavia, è importante considerare l’impatto che tali
procedure possono avere sui risultati diagnostici23. Nei cam-
pioni di OF, la centrifugazione (12000 x g per 8 ore) riduce
significativamente la quantità di PRRSV26. Anche la quantità
totale di IgM, IgA e IgG viene ridotta dal trattamento (cen-
trifugazione a 10000 x g per 2 ore seguita da filtrazione at-
traverso un filtro da 0,22 µm)23. Altro fattore che può contri-
buire a ridurre la sensibilità delle tecniche biomolecolari uti-
lizzate per la diagnosi diretta è la potenziale presenza nell’OF
di sostanze, quali ad esempio la mucina, che possono cattu-
rare l’antigene o inibire la reazione di PCR27.
Negli ultimi anni si è osservato un crescente interesse per l’u-
tilizzo dell’OF e numerosi lavori sperimentali hanno dimo-
strato il suo possibile utilizzo come matrice per la diagnosi
diretta ed indiretta di importanti patologie del suino (Tabel-
la 1); tuttavia, non tutte queste applicazioni diagnostiche so-
no routinariamente disponibili.

Succo di carne
Il succo di carne (meat juice o muscle exudate, MJ) è definito
come “fluido di gocciolamento rilasciato dalla carne dopo
congelamento e scongelamento”28.
Questa matrice viene impiegata da alcuni decenni per il mo-

nitoraggio al macello di alcune infezioni (Tabella 1), con par-
ticolare riferimento a quelle potenzialmente zoonosiche.
Oltre al monitoraggio al macello, il MJ è utilizzato, con un ap-
proccio retrospettivo, nei piani di sorveglianza volti a moni-
torare l’andamento della malattia in azienda attraverso cam-
pionamenti periodici. In Danimarca, ad esempio, la prevalen-
za aziendale di Salmonella è stimata in base ai risultati otte-
nuti esaminando campioni di MJ prelevati al momento della
macellazione. Sulla base dei risultati del test ELISA, gli alleva-
menti vengono classificati in tre categorie epidemiologiche:
bassa, moderata, alta siero-prevalenza per Salmonella29.
Il limite principale di questa matrice, prelevabile esclusiva-
mente dagli animali macellati, è la dimostrazione del fatto che
i test sierologici realizzati utilizzando il succo di carne potreb-
bero non essere in grado di rilevare animali con bassi titoli an-
ticorpali30. Il MJ è infatti considerato una diluizione fisiologi-
ca del siero poiché costituito da siero, linfa e fluido intra- ed
extracellulare31. Di conseguenza la quantità di anticorpi speci-
fici è inferiore rispetto a quella presente nel siero e, per com-
pensare ciò, il succo di carne è di solito esaminato a diluizioni
più basse, spesso circa 10 volte inferiori rispetto al siero31. Inol-
tre, la quantità di anticorpi specifici presenti nel MJ dipende
anche dal muscolo scelto per il campionamento31,32, probabil-
mente a causa del grado di vascolarizzazione33. È probabile che
anche l’efficienza del dissanguamento, lo stress e lo stato di
idratazione degli animali al momento della macellazione in-
fluenzino la quantità di anticorpi presenti nel MJ33,34.

Succo di carne:
prelievo e conservazione
Il prelievo di campioni di carne è facilmente realizzabile, an-
che da parte di personale tecnico, in qualsiasi posizione del-
la linea di macellazione33.
Per ottenere il MJ è necessario prelevare una porzione mu-
scolare (Figura 2A) di circa 3 cm per lato (circa 20 grammi)
che verrà posta all’interno di un sacchetto di plastica. Gene-
ralmente la porzione di carne viene prelevata dal muscolo
diaframmatico o sternomastoideo. Per ottimizzare la resa in
succo di carne è opportuno rimuovere la componente gras-
sa. Il campione viene quindi congelato a -20°C per almeno
12 ore e successivamente posto a scongelare a 4°C per 12-24
ore in appostiti contenitori (Figura 2B) che, sostanzialmen-
te, sono costituiti da un imbuto collocato sopra una provet-
ta entro la quale fluisce il succo di carne33. Con questa meto-
dica, la resa è di circa il 7%, consentendo di ottenere oltre 1
ml di succo di carne35. In alternativa, il MJ può essere raccol-
to ponendo il frammento di muscolo all’interno di un sac-
chetto di plastica bloccato con un elastico (Figura 2C).

Figura 2 - Prelievo del meat juice.
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Tuttavia, fattori quali il contenuto residuo di sangue presen-
te nel muscolo, il livello di stress degli animali nelle fasi pre-
macellazione, il contenuto di glicogeno nel muscolo, il valo-
re di pH post-macellazione, la presenza di fasce fibrotiche nel
tessuto muscolare che ostruiscono il rilascio di MJ e influen-
zano la velocità di congelamento e scongelamento, possono
causare una diminuzione della resa31.

Fluidi di processazione
I fluidi di processazione (processing fluids, PF) sono definiti
come “un campione aggregato di fluidi sieroematici recupe-
rato al momento del taglio della coda o della castrazione dei
suinetti”36.
Le prime esperienze di utilizzo di questa matrice sono rela-
tivamente recenti ma i risultati sono interessanti in termini
di concordanza degli esiti diagnostici ottenuti esaminando
questa matrice rispetto alle matrici convenzionali37. Ovvia-
mente, il principale limite di queste matrici è il loro possibi-
le utilizzo solo per i suinetti sottoscrofa e, per quanto ri-
guarda gli emosieri testicolari, il fatto che il campione sia
rappresentativo solo della popolazione maschile. I PF pos-
sono essere efficacemente utilizzati per la sorveglianza siero-
logica e/o eziologica delle infezioni che coinvolgono i sui-
netti in giovane età quali quelle sostenute da PRRSV e
PCV2. In particolare, l’utilizzo degli emosieri testicolari po-
trebbe essere vantaggioso soprattutto per quanto riguarda la
sorveglianza della circolazione di PRRSV: esistono infatti di-
mostrazioni della replicazione del virus a livello testicolare
(cellule epiteliali e macrofagi)38. Questa osservazione po-
trebbe giustificare la maggiore probabilità di evidenziare la
presenza di PRRSV negli emosieri testicolari rispetto ai cor-
rispondenti pool di campioni ematici36 o dagli emosieri ri-
cavati dalle code39.

Fluidi di processazione:
prelievo e conservazione
Il prelievo può essere realizzato direttamente dal personale
addetto alla castrazione. Per la raccolta viene utilizzato un
contenitore ad imboccatura larga (secchio/secchiello) all’in-
terno del quale viene posto un sacchetto di plastica. Sull’im-
boccatura del contenitore viene quindi posta una garza (Fi-
gura 3A). La garza va posizionata in modo che si crei uno
spazio concavo entro il quale verrà posto il materiale prele-

vato (Figura 3B). Sacchetto e garza verranno fissati al bordo
del contenitore mediante un elastico. Per migliorare la resa, è
sufficiente refrigerare il contenitore con il materiale preleva-
to per circa un’ora. Successivamente, la garza contenente i te-
sticoli e le code viene rimossa e l’emosiero che si è raccolto
nel sacchetto di plastica (Figura 3C) viene trasferito in una
provetta tagliando un angolo del sacchetto36. Per semplifica-
re la raccolta, è possibile porre il materiale prelevato diretta-
mente dentro un sacchetto di plastica. In media, consideran-
do che la resa è di circa 180 µl di emosiero/suinetto36 è quin-
di possibile raccogliere campioni aggregati a livello di nidia-
ta o di sala parto. Al momento, non sono disponibili infor-
mazioni relative all’influenza delle condizioni di trasporto e
di conservazione sulle performances diagnostiche.

CONSIDERAZIONI SULL’UTILIZZO
DEI POOL

Per ragioni economiche, di tempo, di personale, di strutture
diagnostiche, ecc., la sorveglianza delle malattie trasmissibili
è realizzata prevalentemente su base campionaria, esaminan-
do un numero ridotto di animali. La sorveglianza su base
campionaria consente di raggiungere 2 obiettivi: a) stimare
se, all’interno di un gruppo di animali, l’infezione è presente
al di sopra di un certo valore di prevalenza attesa (a prescin-
dere dal numero assoluto di soggetti infetti); b) stimare la
prevalenza di animali che presentano la caratteristica inda-
gata (es. percentuale di animali sieropositivi per PRRSV).
Tuttavia, le attività di sorveglianza perseguono prevalente-
mente il primo obiettivo che è quello che consente la mag-
giore economicità. In entrambi i casi, oltre alla scelta degli
animali da esaminare, il fattore cruciale è rappresentato dal-
la numerosità campionaria rapportata alle dimensioni della
popolazione40. In questa situazione, l’esame di pool è estre-
mamente vantaggioso perché permette di ampliare la nume-
rosità dei soggetti esaminati senza incidere sui costi. Sebbene
sia possibile esaminare individualmente le matrici alternati-
ve al sangue, l’interesse maggiore risiede nel loro utilizzo co-
me campione di gruppo. Il campione di gruppo può essere
costituito a partire da campioni prelevati individualmente e
successivamente aggregati per costituire un pool oppure può
essere la risultanza di campioni prelevati direttamente dal

Figura 3 - Prelievo dei fluidi di processazione.

De Lucia_imp_ok  29/03/19  11:12  Pagina 29



30 Matrici alternative al sangue per la sorveglianza delle malattie trasmissibili del suino

gruppo, come nel caso degli OF o dei fluidi di processazione.
Queste due modalità contribuiscono in modo diverso al pro-
tocollo diagnostico, ai costi ad esso correlati e alla interpre-
tazione dei risultati. Nel primo caso, l’esame del pool può
rappresentare una fase preliminare di screening che viene
utilizzata per valutare se nel campione collettivo sono pre-
senti componenti individuali positivi. In caso di positività
del pool, è possibile eseguire una diagnosi su ciascuna delle
matrici individuali che hanno contribuito alla sua costitu-
zione. Nel secondo caso, la diagnosi riguarderà esclusiva-
mente il gruppo.
La stima del numero dei pool da prelevare e del numero di
soggetti che contribuiscono a formarlo deve prendere in
considerazione numerosi fattori quali: il tipo di agente ezio-
logico e la fase dell’infezione in cui si trovano gli animali, la
prevalenza reale dell’infezione e quindi la possibilità che l’a-
nalita venga “diluito” al di sotto della soglia analitica del me-
todo (quantità minima di analita necessaria per ottenere una
reazione positiva, Figura 4), la sensibilità del test diagnostico,
la quantità di analita (es. anticorpi, DNA, RNA) presente per
unità di volume, ecc.41

Stabilire la numerosità del pool (cioè il numero di soggetti
che contribuiscono a formarlo) richiede conoscenze specifi-
che dell’epidemiologia di ciascuna infezione e delle caratteri-
stiche del singolo allevamento. Ammettendo che il test dia-
gnostico utilizzato abbia una sensibilità del 100% e ignoran-
do il fattore diluizione, la probabilità di ottenere un esito po-
sitivo dall’esame di un pool aumenta con l’aumentare della
prevalenza e del numero di soggetti che contribuiscono al
campione collettivo42,43 (Figura 5).
A parità di sensibilità diagnostica e di numerosità dei pool, il
loro numero diminuisce all’aumentare della prevalenza del-
l’infezione44 (Figura 6). Purtroppo, nonostante siano larga-
mente disponibili le informazioni relative alla sensibilità dei

metodi diagnostici applicati a campioni individuali, sono
ancora relativamente scarse quelle relative all’applicazione
degli stessi metodi a campioni collettivi45. È tuttavia possibi-
le, utilizzando risorse liberamente disponibili (es. http://epi-
tools.ausvet.com.au) stabilire il numero di pool da esamina-
re e le loro dimensioni in funzione di valori ipotizzati di sen-
sibilità diagnostica (Figura 6).

DISCUSSIONE

Le matrici alternative al sangue offrono numerosi vantaggi ri-
spetto ai campioni tradizionali e possono essere analizzate, per
quanto riguarda la diagnosi diretta, utilizzando le tecniche già
disponibili, con poche modifiche che riguardano prevalente-
mente le fasi pre-analitiche o l’interpretazione dei risultati.
Questo non è possibile per le tecniche di diagnosi indiretta:
non è infatti possibile sostituire il siero di sangue con le ma-
trici alternative se non sono disponibili informazioni relative
alle conseguenze, in termini diagnostici, che questo comporta.
Al fine di ampliare e migliorare l’utilizzo delle matrici alter-
native al sangue come strumento di diagnosi indiretta per la
sorveglianza delle malattie trasmissibili, sono necessari ulte-
riori sforzi che consentano di validare i risultati ottenuti ri-
spetto al gold standard rappresentato dal siero di sangue.
Inoltre, molte di queste matrici sono dei pool e ciò può ave-
re importanti ripercussioni in termini di sensibilità analitica.
Numerose sono le tecniche diagnostiche disponibili ma il lo-
ro efficace utilizzo per l’esame di matrici diverse rispetto a
quelle per le quali sono state messe a punto necessita in ge-
nere di modifiche (es. diluizione del campione, modificazio-
ne dei tempi di reazione, variazione dei valori di cut-off, ecc.)
che possono influenzare i risultati. Queste modificazioni de-
vono essere validate per stabilire le performances, in termini

Figura 4 - Rappresentazione schematica della riduzione della sensibilità diagnostica derivante dall’utilizzo dei pool.
Nota. In ciascuno dei due scenari (A e B) sono stati esaminati prima 9 campioni individuali e successivamente un pool formato dai 9 cam-
pioni individuali. Il test diagnostico utilizzato fornisce un esito positivo quando nel campione sono presenti almeno 2 unità di analita (in rosso).
Nello scenario A, 8/9 campioni individuali hanno fornito esito positivo (prevalenza 88,9%); anche il pool è risultato positivo.
Nello scenario B, 4/9 campioni individuali hanno fornito esito positivo (prevalenza 44,4%); il pool è risultato negativo.
Utilizzando un test diagnostico con una sensibilità analitica maggiore (es. 1 unità), in entrambi i casi i pool sarebbero risultati positivi.
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di sensibilità e specificità di questi test diagnostici realizzati
su matrici alternative al sangue e quali sono i valori di con-
cordanza dei risultati. Questo aspetto è stato già valutato so-
lo per alcune infezioni (es. Salmonella) e solo per alcune ma-
trici (es. meat juice). Altro punto critico è rappresentato dal-
la necessità di valutare le performances diagnostiche di un
esame condotto su un campione collettivo, ad esempio qual
è la proporzione minima di animali infetti fra quelli che han-
no contribuito alla formazione del pool che consente di ot-
tenere un risultato positivo.
L’utilizzo delle matrici alternative al sangue, oltre a rappre-
sentare un buono strumento nell’ambito dei piani di moni-
toraggio, sorveglianza e individuazione delle malattie tra-
smissibili all’interno degli allevamenti intensivi di suini8, può
essere considerato una pratica di facile esecuzione, economi-
ca ed “animal friendly”. Frequentemente, a causa di motivi le-
gati ai costi per la diagnosi, lo stato di malattia è mantenuto,

all’interno delle aziende, dalla mancanza di informazioni
tempestive sulla circolazione dei patogeni. Alla luce di ciò le
matrici alternative al sangue, in particolare il fluido orale e i
fluidi di processazione offrono la possibilità di semplificare e
rendere più economiche le procedure di raccolta periodica e
sistematica delle informazioni sulla situazione epidemiologi-
ca e sanitaria dell’allevamento. L’integrazione longitudinale
dei dati sanitari con quelli derivanti dalla valutazione degli
altri parametri aziendali (es. trattamenti terapeutici e/o pro-
filattici, incidenza, mortalità, parametri produttivi) permet-
te di migliorare la rapidità di intervento, di valutare “in tem-
po reale” l’efficacia delle strategie messe in atto e, soprattut-
to, fornisce accurate stime sull’impatto dei patogeni sulla sa-
lute e produttività degli animali presenti in allevamento16.
Questo approccio proattivo al monitoraggio delle malattie in
campo traduce i costi diagnostici in migliori performance
dell’allevamento.

Figura 5
Probabilità teorica 
(assumendo che il test
diagnostico abbia una
sensibilità del 100%) di esito
positivo dall’esame di un
pool al variare della
prevalenza 
(dal 5 al 20%) e del numero
di campioni individuali che
costituiscono il campione
collettivo.

Figura 6
Variazione del numero di
pool da esaminare per
escludere la presenza della
malattia in funzione della
prevalenza attesa e delle
dimensioni del pool. La
sensibilità dell’esame del
pool è del 90% in A; del
70% in B e del 50% in C.
Nota. Se la sensibilità
dell’esame del pool è del
70% (B) e la prevalenza è 
≥ 5%, sono necessari 
18 pool costituiti da 
5 campioni individuali per
garantire il 95% di
probabilità che almeno 1 dei
pool risulti positivo; se la
sensibilità è inferiore (C)
sono necessari 25 pool; se
la sensibilità è superiore (A)
sono necessari 14 pool.
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❚ Oral fluids, meat juice, and
processing fluids: non-invasive
alternative diagnostic medium for
disease monitoring in pigs

SUMMARY
The surveillance of infectious diseases represents a crucial
aspect for the management of the herd health. This is of par-
ticular importance for the pig industry due to the high den-
sity and highly intensive nature of pig farms. In order to be
effective and routinely usable, surveillance tools must be
cost-effective and representative, collection of samples must
be easy and the results must be reliable. Current pig disease
surveillance relies primarily on monitoring humoral immu-
nity via serum. However, blood sampling is costly and stress-
ful for the animals. Recently, alternative diagnostic media
such as oral fluid, meat juice, and processing fluids (oral flu-
id, OF; meat juice, MJ; processing fluids, PF) have been rap-
idly gaining interest. Relying on pig natural chewing behav-
iour and exploratory motivation, the collection of OF is eas-
ily carried out by hanging cotton ropes in pig pens. After be-
ing chewed by the animals, ropes are manually squeezed and
the resultant oral fluid samples are collected in sterile tubes.
In trained pigs, a rope hung for 30 minutes in a pen 25/28
pigs is representative for 75% of the animals housed in that
pen. OF is used as a diagnostic matrix for the detection of
pathogens and pathogen-specific antibodies. MJ defined as
“drip fluid released from meat after freezing and thawing” is
a sample type usually collected at the slaughter line. Meat
samples for testing are tissue samples of roughly 3 cm, col-
lected from diaphragmatic and neck muscles. After collec-
tion samples are stored at -20°C for at least 12 h and thawed
in special containers to release the meat juice, which trickled
into a collecting tube. MJ samples are mainly used in sero-
logical assays to monitor infectious diseases. PF are serosan-
guinous fluids recovered from piglet at the time of piglet cas-
tration and tail docking. Tissues are wrapped in a disposable
gauze which allows fluids to pass through it and be collected
in a clean bucket. To improve the yield of fluids, samples can
be refrigerated. PF can be used for the detection of antigens
and/or antibodies against a variety of pathogens. One of the
major advantages of the PF and the OF specimens as well is
due to the fact that can be collected at both the individual or
group level (pooled samples). By using pooled samples, a
large number of animals can be tested for a reduced cost,
compared with the cumulative cost of individual testing.
Optimization of commercial immunoassays is required to
show the efficient application of alternative blood matrices.
This review summarizes the main alternative biological ma-
trices other than blood, focusing on the optimal conditions
of their collection and their application for diseases moni-
toring in pig herds.

KEY WORDS
Surveillance, swine, oral fluid, meat juice, processing fluids.
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