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ATTIVITA L 1
Titols: Farmacoresistenza di HIV e geno-fenotipizzazions virale

Descrizione attivita:

HiY

Nel corse del 2013 saranno eseguiti gl esami di genotipizzazione per lo studio della resistenza
a farmadi antiretrovirall sui camplont inviati dai vart ospedali del Veneto.

Con Fausilis del database del Centro & possibile studisre Vevoluzione genotipica del virus in
moltl soggetti con storle terapeutiche complesse, che vengono seguili da anni e dal quall sono
disponibill analisi sequenziall, Vinterpretazione di questl fenomeni svolutivi, Ia relazione con le
taraple eseguite, cost come altrl guadrl di particolare interesse, verranno, approfonditi e discusst
con | curantl, Verranno quindl interpretati | quadit mutazionall del pazienti, per discuters e
migliori opzieni terapeutiche. A questo fine & stata allestita, perfezionata nagh annd e fornita una
serie di strumenti complementart ed integrativi necessari a supporto della evoluzione dells
strategie terapeutiche, che di seguito vengono deseritte.

a) Negh ultimi anni & stato studiato i profilo genotipico di un importante numero di sopgettd
naive per terapla, reclutell o tutts e Regions, e studisti spesso nelte fasi tsmporall
immediatamente successive alla diagnost df infezione da HIV. Continuerd quindl 1a sorveglianza

della dinamica df circolazions delle mutszion di resistenza nal territorio e la trasmissione al nuovi

i3} Verrs ricostruita la dinamica di circolazione del differanti sollotipt virali; analisi filogenstiche
permetteranno di tentare di ientificare

- cluster di trasmissions

- Vimportanza dei soggetti con infezione cronica nota da tempo nella acquisizione di HIV da
parte dei soggetti con infezione recente

- Vimportanza della guota di soggetti late-presenter nel mantenimento deila circolazione di HIV
wild-typs

¢} Come nagh anni passat], sard eseguito U sequenziamento su plasma e cellule mononucleate
ottemste da sangus periferico In numerosi casi net guall sard ritenuto utile al fini di una miglore
definizione del quadro, | risultati saranne discussi con | curanti,

& previsto lo studio di glmeno 250 cash,

oo
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d) Sara offerta la determinazione quantitativa del DNA provirale, eseguita, con una metodica
molecolare sviluppata In-house, su cellule mononucieats da sangue periferica. | DNA provirale 4
utilizzato come marcatore di progressione della malattia & come marcatore di risposta alla terapia,
utile quindi nei pazienti con soppressione prolungata della viremia plasmatica. Anche su questo
tema & gia in corse Vanalisi longitudinale di centinaia di pazient! seguitl presso vart Centri di
Malattie Infettive del Veneto, nel quadro di specifici protocolli di terapis disegnati in

collaborazione.

2} Con varie metodiche sono studiall pazienti con infezione primaria diagnosticat! in alount
Centri veneti, & ne viene seguite il follow up viro-immunologico e Feventuale risposta alla terapia.
A tale scopo viene effettuata la valutazione della avidity anticorpale, utile, in associazione con i
parametr viro-immunologicl, alla identificazions ¢ conferma delle diagnosi di inferions recente,

f} £ stata allestita negli anni passati una metodica di sequenziaments in-house di una porzions
della regione env predittiva dell’utilizzo, da parte del virus HIV, del recettori CXCR4 o CLRS, sla sy
RNA plasmatico che su DNA cellulare ottenuto da celhde mononucleate da sangue periferico.
Questo dato permette di ipotizzare la risposta del paziente all'utilizzo di una particolare classe di

farmact di recents introduzione nel prontuario terapeutico, gli inibitori del recettore CORS.

Net 2010 - 2012, ins collaborazione con altrl tre laboratori di Viralogia dirilieve nazionale (Roma

Tor Vergata, Mils

na} & stato validato un protocsiio di sequenziaments al fine
di offrire questa diagnostica agli ospedali italiani. | risultat] degli studi di validazione sono stati
pubbiicati {vedi rendiconti 2010, 2011 e 2012}

Anche la metodica su cellule & stata messa a disposizione dei Centri del Veneta, 3l fine di
valutare | pazienti che seppure In successo terapeutico, sono 2 giudizio del curante candidabili alia
sostituzions di uno dei farmact assunt con Vintbitore del CCRS.

Tale valutazione viene eseguita anche su RNA ottenuto da liquor.

g} Continuerd 1a offerts della metodics di sequenziamento in-house per anglisi della regione
solttoposta 3 pressione selettiva da parte degh inbiior della Integrast, introdottt nel 2008 nell
pratica clinica di tuttl  repartt in regione. La numerosi prevista 2 nari a civea 100 casl,

i complesso delle attivitd descritte, reslizzate su campiont fornitt dai vart Ospedall ed analizzat
in maniera centralizzata a Padova, non integra ma sostituisee in totw anstophe indagini che non
vengons quindi eseguite nel vard centrl: permette ingltre di mettere 5 disposizione di tutti § clinigt

una consolidata esperienza virologica e dinica di comprovata qualita, con un importante risparmio
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di risorse ed uniformith di informazione. La ssperienza realinzata & al momento, per estensiong

deila rete di Centrt colnvolti & numero di pazientt seguiti, unica In talia.

HHVE

a) Negli anni passati & stata ricercata I'eventuale presenza di DNA di HHVE, virus responsablie
del Sarcoma df Kaposi in circs 500 soggetti con infezione da MIV e nalve per terapia
antiretrovirale, nelie cellule mononucleate del sangue periferico e nel plasma {vedi relazioni degh
anni 2008-20101 Cuesto parametro viene studiato come marcatore, per monitorare net tempo
soggetti co-infettd e per seguime Peventuale progressions verso s malattia tumorale, & per
monitorara # rischio di trasmissiones ai partner.

Su tutti | campiont positivi, & su quelli eventualmente di nuova diagnosi, sara sffettuato il
sequenziaments di regioni del genoma che consentono la caratterizzazione del genotipo. Questo
studio permette di meglio definire la circolazione del virus ed | pattern di trasmissione tra |

soggett! a rischio,

Tutte fe attivith elencate hanno, per aspetll metodologicl efo applicaziont diniche, coratters
innovative,

L conduzions delle su-indicate attivits disgnostiche e di ricerca clinica, tutle avviate ed in
corso di svolgimento, in stretto contatto con molti reparti di Malattie Infettive, comporterd |

necessart investimenti 4 risorse economiche che vengono elencati di seguito.

Materiall & Costh

- § materiale relative 2 kit diagnosticl & necessario per consentire Vattuale tariffa agevolata
sraticata afle ULSS, del tutto inadeguata a coprive | costl di materiale;

- it materiale inventarisbila necessario alla conservazions @ indispensabile allo stoccaggio dal
materizle biologico, per consentire studi sequenziali e di confronto.

- si richiede il reclutamento di personale tecnico e laursato per lo svolgimento delle attivith
laboratoristiche,

parametro 4 iferimento: Numere degli esami s deile consulenze effettuate; numers del
pazient arryolat

misultato Attess: Prosecurzione del lavoro condotio negl annd passatl, Esecurione di esami 2

sonsulenze diniche, Arruolamento di pazienti,

e~
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Tempi: 12 mesg
ATTVITA 1. 2

Titolo: Resistenze agli antimicrobici

Saranno condotte dal Centro indagini di due tipl:

a} Lavor] progetiati dal Centro di Riferimento e condotti su casistica di Ospedall dalla Regione,
& Indagini condotte in collaborazione e su sollecitazione di altre strutture regionall

b} Ricerche eseguite in emergenza In risposta 3 necessitd contingenti dell’ambito regionals

Riguardo al punto a} sono gid programmate ed in corso di effettuazione le ricerche
sottoelencate,

1} Studio di sorveglianza in collaborazione con 'Ospedale di Vicenza o Phzienda Ospedaliors di
Padova, iniziato nel 2007 e del quale & stato riferito nelle precedenti relazione a consuntive, di
ceppl i Psevdomonas ceruginoso.

2} Caratterizzazione molecolare di ceppl &l Klebsiella preumonioe MDR e produttricl o

carbapenemasi isclatl in differenti reparti delf Azienda Ospedaliera di Padova, Vicenza e numerose

e gseguite in regime di

cessita contingenti d
regionale, saranno mantenute pronte tutte le strutture tecnico-diagnostiche atte a rispondere con
tempastivit alle richieste.

La conduzione delle su-indicate sttivith disgnostiche, tutte awiate ad in corso di svolgimento,
i stretto contatto con tuttl gli Ospedali richiedentt, comporterd | necessart investiments di risorce
scongmiche che vengono elencati di seguito.

La mole di lavoro necessaria per condurre indagini di epidemiciogia con metodiche fenctigiche
e molecolari & in prevedibile continuo aumento, in relazione ad una situazione di emergente

pressione delle complicanze nosocomiali di carattere infettivo sulle attivitd assistenziali intra- ed

extra-ospedaliere, legate alla crescents circolazions agentl infettihvl con carstteristiche di
resistenza multipls agl antibiotict in aree assistenziall critiche, specialistiche, ma anche riabilitative
e di raccordn con # wrritorio.

Al fini di una diagnostica pronta, finalizzata ol contenimento ed alls sorveglianzs attiva delia

circolgzione di questi e aitrl microrganismi di possibile interssss, risulta particolarmente utile ed

organizzativamente economica unag struttura di riferimento e coordinamenio delle iniziative

L%
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disgnostiche, che raccolga, per guanto reso possibile dalla disponibility degl interlocutort,

Fepidemiclogia dellintera regione,

Materiall e Costl

- il materiale inventariabile necessario alla conservazions & indispensabile allo stoccaggio del
materiale bivlogico, per consentire studi sequenziali e di confronto.

- si richiede i reclutamento di personale tecnico e laureato per lo svolgimento delle attivith
laboratoristicha,

Parametro di riferimento: Numero degli ssami e delle consulenze effetiuate.

Risultato Attesn: Prosecuzione del lavoro condotto negli anni passatl, Esecuzions di asami e
consulenze cliniche,

Tamipi: 12 mest

ATTIVITA 1. 3
Titolo: Sorveglisnza del micchatien
Saranno svohte le seguenti attivitas

« Antihiogramma con farmaci di 2 scelta con sistema automatico MGIT 960 (8.0}

s identificazione di micobstteri non tubercolari mediants seguenzigmento deila regions
variabile del gene codificante i 165 rANA

s Ricerca mediante PCH del gene micobatterico grofl2 {hsps5) In vari materiall come
agoaspirato, materiale bioptico e Hquor. In caso di reazione positiva Videntificazione di
specie & eseguita madiante seguenziaments

5 Test di sensibilith (E-test) per | farmac su terveno solido n corso d'infezione de MAC

e Valutazione delia resistenza 2 Rifampicing ofo isoniazide di M. tuberculosis complex

mediante tecnica di ihridazione

£ ]

Tipizzazione molecolars di ceppl di M. fuberculosis mediante Spoligotyping ¢ MIRU

luppt previstt durante il 2013;

Dlagnostics

&
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a} Validazione delfantibiogramma per | farmaci di seconda scalta (Linezolid) su MIGTSED
by Antibiogramma per micobattert atipicl a lenta e rapida crescita con metodo della

microdiluizions

Tipizzazione molecolars

a} Completamento della tiplzzazione mediante Spoligotyping dei ceppl isolati nel 2012 e

tipizzazione del ceppl 2013,

o
o

Analist mediante MIRU degll isolatl appartenenti al mazgiort spoligotint isolati negli anni
scorsi al fine di avere una chiagre immagine delf spidemiclogia deltinferione wibercolare in

Yeneto.,

[
et

Organizzazione di un meeting con | responsabill del dispensart funzionall della Regione

Veneto per presentare | dati dellepidemiclogia di M. tuberculosis nella regions.

gnostica molecolare

opo df un sistema molecolare rapido per a
valutazione della risposia alla terapla antiubercolare in pazient! Immunoccompromess

basato sull amplificazione di mRNA altaments instabill

Caratigrizzazione delle couse molecolari dells farmaco-resistenza

a} Cargtterizzazions molecolare del principsll genotipl di resistenza present! negll izolati
chinic pervenutl al centro
by Valutazione dells resistenza s pivszinamide con tecniche molecolan

Materiall & Costi

consumabili per test colturall e per test molecolart

- plecola strumentazions d isborstorio per tipizzazione molecolare e sgglormamento

£

teenologico di strumentazione per analisi microscopiche.
- reclytamento dl personale tecnico e lauresto per lo wolgimenio delle attivies
laborstoristiche.

Parametrs dl dferimento; Numerosit del campiont 2 messa 2 punto di nuovi esami

Hisuitato Atteso: Epidemiologia molecolare della tubereolost in Vaneln

i
g
o

e
i
=

m

i
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ATTIVITA n. 4
Titolo: Sorvegliarza degll enteropatogent

i settore entercpatogeni si occups della raccolta, identificazione e conservazions dei ceppi
olati dai laboratori pubblici e privati della regione Veneto, Fornisce assistenza clinico-diagnostica
i corso di episodi epidemid efo in casi isolati; invis report al centr! epidemiclogic di riferimento

regionall & nazionall

Cuesto settore & 11 isboratorio che rappresenta o regione Vensto nellambito della rete
ENTER-NET [Enteric Pathogen Metwork) che consiste nel sistema di sorveglisnza iallano delle
infezioni da Solmonello ed Ecoli produttort di Vero-citotossina (VTEC) nelf'vomo. La rete di
sorveghianza & coordinats dall'lstituto Superiore di Sanitd (153) che riversa 1 datinella rete

Fondborne and Waterborne Diseases delfECDL

4 sistema epidemislogics Entar-net st posizione in maniers srivilegiata per quanto riguardala

£

orveghanza ed i conteolle delf'emergenza di antiblotico-resistenza negh agentl zooneticl, in
particolare nelle salmoneile. | batter] zoonoticl registent! agll antimicrebic sono particolarmente

precccupantl  perchd possonc passare  dagh animall negh alimentt e quindl alfuome,

fr i “

~

mopromettende Vefficacia del trattaments dells infeziond negll essert umani.

i Servizie o Microbiclogia deli’fziends Ospedabiers di Padova ¢ un braccio operative

nelf'ambito del plano regionale per la Sicurezza Alimentare. In questo ambito, laver individusto un

centro unico regionale per iz tipizzszione degll entercbatteri patogen! rappresents una soluzione

ottirnale per un monitoraggio a find epidemiclogicl di questi microrganismi e realizzs wiefficacs

soluzione per contenere la spesa sanitaria reglonale concentrando la tipizrazione finale del ceppl

presse un unica strutiura,
tdaterish ¢ Costl

s richiede i reclutamento di personale lauresto con specifiche competenze, Per le indagini di
tabhoratorio song necessard reagenti per tipizzazione sierslogica & test di antiblotico-sensibilita 2
reagenti per tiplzzazione molecolare. Sl richiede inolire uns cappa 2 fusso laminare, che sara

utilizzate per le varie artivita del Programma,

Parametro di riferiments: Mumers del ceppl tinlzzati e catalogatl a seguito di notifics dagh ent



)
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fisultato Atteso:

1} Produzione di report annuale conclusivo, pubblicato syl sito:

nitp/ Mwww microhiolosia nadova it

23 Figurare tra gl entl partecipanti della rete ENTER-NET {Enteric Pathogen Network} come centro

regionale di riferimento per gll enterobattert satogeni

3} Monitorare I antiblotico-resistenza, in un campions rappresantativo degli isolati di Salmonella,
anche nel confront della Colisting, del Ceftazidime o dei carbapenemict {(EFSA Joumal

2012;10(61:2742).

Templ : 12 mesh

ATHVITA n. 5

Titolo: Sorveglianzs dei virus influenzall e di aitrl virus resplratord

Yirus dellinflusnzse

it presupposto del programme & 1 monitoraggio cepillars del virus Influenzall 3l fine di
caratterizzare | ceppi circolanti nella Reglone Vensto, di tenars sotto controlio la loro patogenicita
e valutare efficacis del programma vaccinale e del farmact antivirall disponibill,

it Laboratorio di Microbiclogia & Virslogia dellAzlenda Ospedaliera di Padova rientra nells rete
nazionale 41 sorveglianza del virus influenzall coordinata dal Centro Nagzionals OMS per lMinfluenza
{MIC- Istituto Superiore di Sanitd). I nostro laboratorio svolge i runlo di iaboratorio di riferimento
regionaie ed ha superato in maniers sccellente 1 controlll di gualitd forniti dall’iSS e da entd

§eslh

internazional per la valutazione detle capacita tecnics e diagnostica,

Nelcorso dellanno 2013 Vartivita del centro sarg indivizzata g

11 attivita ordinaria di sorveglianza dei virus influenzall,

Guesta attivitd, come neglt annd precedenti, st bas

“individuszione di medicl sentinells
imedici di medicing gensrale & pediatr di bbers scelial al guall vengono Invigdl appost

ramponi per poter effettuare prelievi s paziendd che presemanc un guadro sintomatoloics

[l
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compatibile con guello 4 una sindrome influenzale. | campioni sono fatti ocervenive al
laboratorio tramite corrlers e vengono processatl mediste teoniche di virologia classics
{isolamento in coltura del ceppo ed immunofluorescenza) ¢fo di virologia molecolare {anslisi in
RT-PCR e sequenziamento nucleotidico) al fine di caratterizzare | virus & livello di tipo pdrus
influenzale di tipo A o B} e di sottotipe [A/HxNy) Un sistema di sorveglianza virologica

efficiente = capillare consentird di monitorare a livello regionale s circolazione dei virus

influenzall epidemici, sventualmente pandemici, con la possibility di evidenziare eventuali

evertl inusuall e d1 essere esteso anche ad alird agenti infattivi,

2} Attivits di sgsiornamento interno del personale sulle procedurs di laboratorio per la diagnost

di laboratorio e sorveglianza virclogica del vivus influenzall & ed alir virus associati 3 sindromi

respiratorie.

Yirus respiratord

m

s

srazie al numerosi sisterd mclecolarnt utilizzatl nel lsboratorio per (s disgnosi 2 la tplzzazions di
virus associatli a patologie respivatorie, & nostra intenzione poter sviluppare un osservatorio
epidemiciogico par | principall virus respirator (adenovirus, rinovirys, virus respiratorio sinciziale
tipo A e B, parainfluenza virus 1-4, coronavirus, metagneumaovirys tipo A ¢ B, bocavirus ed alir
virus emergenti 3 trasmissione respiratoria). | risultati ottenutl saranno liberamente essibill in
un site web, che sard allestito sppositamente, per garantire al personsle sanitario un facile
accesso gl dati di crcolazione di tall vivus nells nostra Reglone, La rlevazione epideminlogica delle

sindromi influenzall (iU} non & del witto coindidente con | datl virclogicl ricavatt dalla vicerca i
Influenzavirus, a dimostrazione che un'aliguota delle 1 sono sostenuie da virus non influenzall

Attualmente il nostro osservatorio pud essere ancors circoscritto gt soll materiall provenientt da

pazient! ospedalizzatl (supratiutio pediatricl) non essendo routinariaments pre ia disgnosi

= Hh

eziclogia di infedlont virall respiratorie in pagientt comunitari, Per tale ragions 2 importants Ia
stabilizzazione di una rete territoriale per un programma di camplonamento a livello regionsie che
garantisca di avere un quadro suila creolazions del diverst virug respiratort, Nel caso del pazient
vspedalizzati, la diagnost differenziale ha un valore aggiunto poiché, con il supporto del
izboratorio, pud permetiere una corretta gestione del pazients programmando, se disponibil,

interventi tevapeuticl o adottando opportune misure di isolamento. Durante o scorso anno sl

evidenziata una elevata percentuale di casi di coinferioni da pil virus respiratord, in particolare nai
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pazienti pediatrict ol di sotto del 5 annl Nel corso del prossimo anno st cercherd di valutare
Vimpatto che tall coinfezioni hanno sulls gravitd delle patologle e sulfandamento delle
ospedalizzazioni

La contemporanea ricerca di molteplict virus respiratori anche nei camploni raccolti dal medid
sentinella durante Posservatorio Influnet permetterd di allargare i dato epidemiclogico e fornird

informazioni pil complete sulla dreolazione del vivus respiratori.

Matertall & Costl

Per lo svolgimento delle attivith saranno scquisiti reagenti e materiall per Vesecuzione delle
analisl, Per garantire una migliore attivity verrd anche reclutate del personale quaiificato a
supporic del personale strutturato colnvelto nelle attivith e/o per la preparazione del sito internet
per 3 pubblicazione dei dati epidemiclogich,

2

Y

inoltre previsto anche Uscauisto di piceola strumentazione da laborstorio.
Parametro di rifarimento:

1, Mumers di campioni raccoltl & analizzati per la ricerca di virus a influenzall ed altrd virus

respirator

2. Yalutazione della positivita del camploni & tinizzazions di quel virus che gresentano sotiotipt o

varignti

3. Appr Lenti virologich att 3 caratierizzare un adsg FILIEYS di virus identificati nel

corso dellatiivita

. Supporto alle sttivith di cura mediante caratierizzazione di resistenze sl farmach e di eventuall

e

caratreristiche di virulenza associzte ai virus influenzali

Risultato Alteso

i

entificazione dellz tipolpgia del virus influenzall ed sltrl virus respivator drcolantl nelia

Regione Venelo

2. unplegoe di procedure operative di laboratorio standardizzate e continuamente testate ed

adattare alle variazion genetiche dei virus circolantt

o
e
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3
)

3. Produzione di dati epidemiclogict utili per attivita diagnostica delle strutture ospedalisre

4. Pubblicazione in banche dati di eventuall variantl virali identificate nel corso dell’attivith per

renderle disponibili alls comunita sanitaria o scientifica che opera in tale settore
5. Produzicne di pubblicazioni scientifiche e di un report con la valutazione finale dell attivity
Tampl

Le attivitd saranno condotte nel corso di tutto Fanno In base alle ssigenze derivatl dalle richiaste
delle strutture ospedaliers, in particolare 1 pleco di attivith sard concentrato tra | mest di gennaio-
maggic e dopo settembre in base alia staglonalitd Upicamente manifestata dai virus a trasmissione

respiratoria.

WITA n. &

Titola: Sorvegiianea e genotipizzazione di patogent trasmassi da artropodi ¢ altr! patogeni

Sorveglianzo dell‘infezione di West Nile virus nella Regione Veneto

Le attivita di sorveglianze dellinfezione da WHVY nella Regione Yeneto svolte nel periodo
2008-2012 hanno dimostrato la dreolazione virale in gran parte del territorio reglonale, con cast
umani ed equinl di inferone da WHVY notificat] in tutte le province del Veneto, 1| verificarsi i casi
di inferione nelluomo & un evento imprevedibiie, In guanio dipende da molteplicl fattor che
farino st che nella stessa ares siano contemporaneamente prasentt i virus, elevate densith di
veltore competente ¢ specie aviarie in grado di amplificare in modo efficiente Uinfezions virale,
Alla ce deifesperienza acquisita negll ultlmi quatire anni e del notevole auments i cas
segnalati nel 2012, TUOC Microbinlogia & Virologia propone di continuare | programma di

soryeglianza dei cast umani di WHND e febbre da WHY su tutto § territorio regionale. Poiché &

Ty

possibile che | casi di infezione da WHNV siano ancora sotto-diagnosticati nells Regione Yenstn,
saranno indagati sistematicaments per un’eventuals infezione da WNY tuttl | cast imdati al nostro
Centro per sospetia meningiie o encefalite virale durante U periodo di sorveglianza. I nostro

entro esaguird | test di conferms sy tutth | cast 4 sospetts Infezione da WNY segnalati da altr

Reparti & Ospedall

1z
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Pazlent! o matodi

Considerando la numerositd del cast di sospetta meningoencefalite virale Inviatl al nostro
taboratorio negli anni precedenti, si stima che nel 2013 saranno inviatl sl Laboratorlo per

approfondimenti dlagnosticl circa 500 casl durante i periodo di sorvaglianza.

Tutti | casi possibili di infezione da WNV ed | casi di sospetta meningoencefaiite virale inviati

durante H periodo di sorveglienza al nostro Laborstoric Regionale di Riferimento saranno

sotioposti al seguenti test di primo livello e test di conferma:

ricerca di WNY RNA nel plasma, urine ad eventualmente liquor mediante reghtime RT-PCR
& pan-Flavivirus nested RT-PCR ¢ sequenziamento genico;

- ricerca di anticorp! gM e g6 nel siere e/0 nel liquor mediantes test EIA

< nelcaso di test ELISA positive, test di conferma plogue-reduction neutrglisation fest (PRNT)
in laboratorio BSL3

nel caso di camplond posithv alia ricerca df WHY RNA, isolamento del virus in coltura In

aboratorio B5L3.
Tutti § casi probabill e confermatt di inferione ds WNV saranno segnalati agl enti competenti

secondo le modalith previste dal Programmas di Soerveglisnzs Regionale & Nazionsle.

Materizl e Costh:

Strichied sumahith per Vesecurior et test diagnostict e di sorveglianza (kit diagnostict per

-

erca di anticorgd M e 120G anti WHNY, consumabili per esecuzione test WHNY RT-PCR, consumabill
per allestimento colture cellulart e test di neutralizzaziones, kit per next generation sequencing ¢

per silestimento di librerie)

S richiede U reclutamento di personsle per Vesecuzione delle attivitd ishorstoristiche pravisis

ol ambito della sorveglianza.

i calcolo del costi di consumabill & personale & stato fatto escludends o specifico finanziamento

§

deila Regione Veneio per la sorveglianza delle fobbrl estive,

Parametro 9 riferimento: Numers di cost possibili/probabill di infezione da WHNY inviati of Centro,

[
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Risultats Aftesor Intensificazions della sorvegilanza del casl di infezione sintomatica da WNV.
Confronto delia situszione epidemiclogica del 2013 con quells deghl anni precedentl. Eventuale
identificazione e notifica di cast umani di infezione da WV, Eventuale isolamento di ceppl di WNY

da campioni biologict e loro caratierizzazione molecalare,

Templ: Periodo di sorveglianza dells WN secondo i plano regionale,

6.2, Sorveglianza delle infezion! da srbovirus autoctone e di importadone

Mel 2013 sard continuata Uattivitd del plano di sorveglianza per le febbri astive autoctone e di
importazions attuato nel periodo 2010-2012 ailo scopo di identificare precocemente | cast di
chikungunys e dengus “importati’ nel territorio veneto. Uattivitd diagnostica delle infezioni di
importazione Includerd anche la disgnostice di infezione da virus dells famiglla Bunvaviridoe
{comaresi virus del gener! Hontovirus, Orthoburdovirus, Phiebovirus, e Nofrovirus) e da altrl vivus

del gene Flovivirus, oltre a WHY & DENY, & da nuovo coronavirus. Qualors siano segnalat! nuov

@

patogeni, saranno tempestivamente ppat nuovl test disgnosticl, come gid si & verificato nel

2012 con d nuovo coronavirus. Questl test saranno esesulti sulla base delle indicazioni dal

ot

sospetio disgnos della epidemiclogia delle infezioni virall nel Paese vig

Pazient! & metod]

Considerando {a numerosith dei cast di sospetts infezione da arbovirus di imporiazione inviati

at nostro Lab i giiannt 20102012, si st

che el 2013 sarannoinvisth gl Laboratord

Regionale di Riferimento per approfondiment diagnosticl circa 150 casth

Su tutth | cast sospettl saranne eseguiti test di conferma e, qualora non disponiblli nel Centro

inviante, anche i test di primo livelio:

- ricerca di Flovivires e Phiebovirus mediante PCR e sequenziamento;

- riesrca 41 anticorpt anti-Phlebovirus mediante 1FA e ELISA; test 41 conferma madianis
immunoblot,

- nelcaso di test ELISA o IFA positivi, esecuzione del test di neutralizzazione per conferma,

Tuttl { cast probabill e confermati di infezione saranno segnalati aghl entl competenti secondo

le modalits greviste dal Programma di sorveglianzs regionale g nazionale.
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Materiall & Costl

Si richiedono consumabill per Vesecuzlone dei test sierclogicl, virologict & molecolari per la
diagnostica delle infezioni da Flavivirus, Phlebovirus, Hantavirus e altri Bunyavirus non copertt
dallo specifico finanziamento per la sorveglianza delle febbri estive West Nile, dengue e
chikungunya nella Reglone Veneto. | costl di personale e di materiale inventariablle sono Inclusi

nelie vool delfattivita n. 6.1,

i calcolo dei costi di consumabili e personale ¢ stato faito escludends o speacifice finsnziaments

della Beglone Veneto per la sorveglianza delle febbri estive.
Parametro di riferimento: Numers di cast possibili/probabill di infezione invistl al Centro.

HMsultato Atteso: Infensificazione delia sorveglianza del casi di sospetta infezione da arbovirus
autoctone ¢ di importagzions, ai finl delfsttuazions delle opportune misure df controllo della

trasmissiong dellinfezione.

Ternp! gennaio-dicembre 2013

5.4, Sprveglianza delle infeziond da Hantavirus

tervitario, ¢ alla tuce dei vecenti risuliat) ottenutl dally sorvegiianza veterinaria ¢he dimostrane un

i

aumenio della croolazions degh Hantavirus nel roditor], si propone di int care ia diagnostica
per gquesta infezione virale nel casi sospett! autoctoni e di importazione e di essguire una nuova
indagine slero-epidemiologica in soggeftl 3 rischio. le indagini ssranno condotte con test

sierglogici & molecolari specifici per | diversi tipl 41 Hantavirus circolantt in Europa.

daterial] & Costh
5i richiedong consumahbill per Vesecuzione det test sierlogicl, virclogich e molscolart per la

dizgnostica delle Infeziont da Hantavirus. | costi di parsonale e di materiale inventarishile sons

.

inclusi nelie vool delfattivitd n. 6.1,

Pargrnetro di riferimenty numers ¢l soggettl con sindrome emorragics @ rengle studiath

-
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Hisultato Atteso: identificazione di cast di infezione da Hantavirus,

Tampl: gennaio-dicembre 2013,

5.4, Caratterizzazione genotipica del ceppi dl WNV circolanti nel Vensto
Chlettivi:

1. lsolare e seguenziars WV da camploni blologid provenient! da pazienti con infezions ds
WHNY per studiare Vevoluzione g o flogenest del virus e per rllevare ln presenza di

eyentuall mutazioni nel genoma virale rilevant! per s sua patogenicita,

Miateriall 2 meiod

isplamento di WY, sequenziamentio genomico ¢ analist Hlogenetica.

o

UVisclamento virale sard effettuato In laboratorio B5L3 su cellule Vero B5. I genoma virale sard

4]

sequenziato impiegando metodics Sanger. Le sequenze virall saranno confrontate con quelle di

W
wﬁ
o
o
I3
4

aitri ceppi & sara eseguits anslisi filoge

La predizione delfeffetto di sostituzioni aminoscidiche sulls strutturs e sullatiivity dalle
proteine virall sara effettuata mediants analisi bioinformatica. | dati di gredizione bicinformatica

saranno impiegati per studiare in modelll in vitro Veffetio delle mutazion nelle proteine virsil
Materiall e Cost

S richiedong consumabill per biologia molecolare. | costi di personale e di materiale

inventarigbile sono inclusi nelle vocl delfattivita n. 6.1,
Parametrs di iiferiment: numers di ceppt virall caratterizzath,
fisultate ARteso: Uaratterizzazione genetica dei diversi ceppl di WY,

empi: gennajo-dicembre 2013
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6.5, Sorveglianza del morbillo e rosolia nel Vensto

Ohiettivo dell’attivita di sorveglianza & Vesecuzione di indagini disgnostiche molecolari per i
monitoraggio defla drcolazione dei focolal di morbillo e rosolia nella Regione Veneto secondo le
indicazioni del WHO e delW’'ECDC. In tuttl | cast di morbillo sard eseguita la Uplzzazione maolecolars
del virus e Visolamento del ceppi per il sequendamento genomico. | casi sarannoe notificatd
tempestivamente & S15P e le sequenze del nuovi genolipl depositate in GenBank. 51 ricorda che

el 2010-2012 it nostro centro ha tiplzzato oltre 100 cappi di Morbillivirus provenienti da tutto |

Yensto.
in particolare, saranno condotte le seguent attivita:

1. Esecuzions di indagini virologiche su casi di morbillo e rosolia diagnosticatt dinicamente.

Collaborazione con | network nazionall ¢ internazionall per 1z sorveglianza del morbilio.

2. Segquenziemento genico e genomico di ceppi di Morbillivirus isolati in diversi focolal e
correlszions filogenstica con | ceppl virall civeolantl in Burooa e sl 4l fuort dellEurops,

sacondo e indicaziont del WHO,

Le indagini virclogiche sono eseguite secondo le indicaziont WHO {sclamento virale in coltura

2

indagind di genotipizzazione virale mediante sequenziamento della regione Cterminsle del gene N

e di tutta la sequenza del gene M) su casi di morbillo diagnosticali dinicamente. In particolare, Ia
presenza di anticorpl 12V ¢ 186 anth-morbilia nalsiers dei pazient] viens determinata con TR BIA

La ricerca di acidl nucleicl {BNA] di virus del morbilio & delia rosolia & effetiuata sy camploni di
urina, tamponi nasofaringel o saliva mediante realtime RT-PCR. Lz genotipizzazione di
Morbillivirus & eseguita mediame sequenziamento di una regione di 450 nuclectidi codificants una

norzione ipervariabile del gene dells nudieoproteina (N},

51 richiedone consumabill per indagini di virologia e biologia molecolare. | costl di personale &
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Parametro i riferiments: numero di ceppl virall caratterizzati.
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Risultato Attesa: Diagnostica del morbillo ¢ rosolia e caratterizzazions molecolare def ceppi di

sMorbiliivirus circolant] in Veneto.

Templ: gennzio-dicembra 2013,

6.6, Sorveglianza dell'epatite A

it laboratorio & centro di riferimento regionale cer la conferma diagnostica o tipizzazione
molecolare di HAV. | laboratorio esegus la tipizzazione virale mediants sequenziamento genico 2
analist filogenetica. | risultatl delle indagint sono comunicati al SISP competenti; | risultati del
sequanziamento genico sone tempestivarmente comurnticat! gl laboratorio di riferimento nazionale

presso i 155,

Materiall & Costh:

Si richiedono consumabill per Vesecuzione del test di tinlzazions molecolare di HAY. | costi di

personate e di materiale Inventariabile sono inclust nelle vod dellattiviti n, 6

o

Parametro 4l riferimento: numero di cast dinie studisth
Risultato Atteso: Tiplzzazione di HAY nel cast di infezione nel Veneis,

Templ: gennaio-dicembre 2013,

Responsabile Tecnico
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Programma Regionale di Genofenotipizzazione ed
epidemiologia molecolare degli agenti da infezione per la

diagnostica microbioclogica e virale

Besponsablle Sclentifico

Prof. Glorglo Pally, Divettore

UOC MICROBICLOGIA E VIROLOGIA

AZIENDA OSPEDALIERA DI PADOVA

PIANO DI SPESA RELATIVO ALLATTIVITAS

PREVISTA NELUANNO 2013
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5i dichiara che § presente preventivo di spese per il 2013 sl riferisce a:

1. spese per reagentl & kit per Vesecuzione di test diagnostici e indagini epidemiclogiche
previsti dal Programma erogatl a tariffa ridotta o senza fatturazione alle ULSS della
Regione Veneto.

2. integrazione della strumentazione del laboratorio necassaria per Vesecuzions delle
indagini laboratoristiche previste dal Programma.

3. spess per personale non struttursto reclutato specificamente per Vesscuzions delle
indagini laboratoristiche previste dal Programma.

4. eofinanziamento per lo svolgimento di attivitd formativa Inerente ls tematiche del

Programma.

Non sono richiestd finanziamentd per le attivita svolte per i Programma dal personsale strutturato

faurento, tecnico e amministrative che opera presse VU0 Microbiologia e Virclogia
deli’ Azienda Ospedaliera di Padova.

Fondt
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PREVENTIVO DI SPESA ANNO 2013

Tipologia di spesa
{Capitolo)

Yoce

importo twoiale
{suro}

Spese per il personals

Teonicl e lauresti con

| competenze di microbiciog!
virologia & biologla molest :;s@ &

taoniche ¢ izhoratorio biomedico
borse di studio, contratti &
restazion! occasionall)

148.000,00

Totale §§%% per il personals

108.000,00

Spsse di Gestione

Corsl ¢

Formarzionefacoradiiaments

340000

L anticorp i3

®it & consumabit tgﬁﬁs reaxt

generation sequencing

Kit diagnostic per roerca di
WY & Dengus

. wmsamﬁ

;a ;}af allestimants
f‘%?; wre caliviar per kolamenio
drale @ 8% i‘.ﬁ naygtrglizrazione

 Consumabili per esecuzione tast
WY RT-PCR

SiRrIogict per arnovirus e per
i yin i
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| Matsriale 4 consumo per

sryeahianza ?Tf%eﬁf{?t‘{*’«'%g’?;&??‘%% MO

gieriaie di consumoe par
%Qz";égiégszz:z infalenza & virus
respirator {(materiale per colture

i

fulari e bivloga o @eu& 4,

lelsise ?aﬁz‘r‘gfzsﬂ logia,
G
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Totale Spess di Gestlone 33252750
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