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| Titolo del progetto:
Potenziamento della rete di sorveghanza virologica dell’influenza umana ¢ di aleuni laboratori del network
I"implementazione della diagnostica delle polmoniti virali

Area di intervento:

! Periodo di riferimento del progetto : 2005-2006

per

|
|

Sorveghanza virologica dell influenza ¢ delle malattic virali acute delle vie acree al fine di identificare '|
precocemente ceppi influenzali a potenzialita pandemica od agenti  virali emergenti ¢ ricmergenti: diagnosi |
precoce defle malattie virali delle vie acree con particolare riferimento a cluster di polmoniti ad ctiologia |
sconosciuta: attivazione della risposta di Sanita Pubblica al fine di contencre ¢ controllare 1l rischio di diffusionc |

Proponente: Centro Interuniversitario di Ricerca sull Influenza ¢ sulle infeziom virali (CIRI-IV). ﬂc(ic\
ammunistrativa Universita di Genova ¢ Centro Nazionale per 'nfluenza, sede amministrativa Dipartimento ch

| Malattic Infettive, Parassitaric ¢ Immunomediate. Istituto Superiore di Sanita

' Sintesi del contenuto del progetto
| In ltahia. in scguito all’accordo sancito dalla Conferenza Stato-Regioni del 28 scttembre 2000 (Atto n. 1031) ¢
attivo un network di sorveglianza clinico-cpidemiologico dell influenza, a copertura nazionale. mentre la

I necessita di porre la sorveglianza dell”influenza dentro il vasto tema generale della sorveghanza delle viros:

| resprratorie. richicdono (1) 1'implementazione della rete di sorveglianza virologica dell’influcnza affinché sia in
‘ erado di coprire Iintero territorio nazionale ¢ possa monitorare la circolazione dei virus influenzali in tutte le
classt d cta. (11) I'estensione della sorveglianza ai soggetti in contatto con il serbatoio animale. (111) la
standardizzazione delle metodologic di rilevamento ¢ caratterizzazione ¢ (iv) una diagnostica pin rapida cd
accurata der cluster di polmonit ¢ influenza-like illness, che potrebbero rappresentare 1l primo segnale
dell"mtroduzione di un virus emergente o ri-ecmergente nella comunita, Liimplementazione dell attivita di
sorveglianza permettercbbe una pit precoce attivazione della nisposta di Sanita Pubblica al fine di contenere ¢
controllare il nischio di diffusione della malattia.

Razionale del progetto
Contesto: motivazione alle base del progetto e analisi e descrizione della situazione attuale

iuuhndnau pin precocemente possibile 1 ceppi a potenzialita pandemica per una pu rapida preparazione

vacemo ¢ lattivazione della nisposta di Sanita Pubblica per contenere ¢ controllare 1l nischio di diffusione,
L. cmergere di virus mfluenzali a potenzialita pandemica o di nuovi virus sembra strettamente legato a fenomeni di
[ salto di speeie dal serbatoio amimale all'uomo. come recentemente messo 1n luce dai numerosi casi da A/HSNT o
|neeli aleuni anni fa dal SARS-CoV. In quest ambito sembra. quindi necessario da un lato implementare la rete di
sorveghanza virologica dell'influenza su tutto il territorio nazionale. concentrando particolare attenzione ai
sopgetti m contatto con 1l serbatoio anmmale. Le succitate esperienze di influenza aviaria ¢ di SARS. hanno messo
m luce. come le prime segnalazioni siano state riferibili a cluster di polmoniti ad ctiologia sconosciuta ¢

|

I'Organizzazione Mondiale della Sanita indica. tuttCoggi nel caso della SARS. la concentrazione di

’nspcduli/./.u;:iani per polmoniti ad ctiologia sconosciuta o polmoniti in soggetti che hanno viaggiato in arce ad alto

L influcnza ¢ wna malattia ad clevato impatio sulla comunita in termini di incidenza.  complicanze.
ospedahizzazioni ¢ mortalita. che trova la sua pin cfficacia misura preventiva nella vaccinazione. attualmente
raccomandata per le categorte a maggior rischio di complicanze. Lcfficacia protettiva del vaccino ¢ strettamente |
lcpata al maiching tra virus circolanti ¢ ceppi vaccinali: per queste ragioni. sin dagli anni successivi alla scconda
gucrra mondiale, I"'Organizzazione Mondiale della Sanita ha organizzato un rete di laboratori che oggigiorno sono
attivi m 183 Pacsi. Obiettivi del network. sono la caratterizzazione antigenica ¢ molecolare dei virus influcnzals
circolanti. lo studio della loro patogenicita e diffusibilita, al fine di di aggiornare la composizione del vaccino ed

. .l

sorveghanza virologica ¢ attmalmente condotta da un piccolo numero di laboratori. 11 numcro sempre maggiore di |
| casi di influcnza aviaria riconducibili al salto di specic con il conseguente rischio di adattamento all'uomo di un
| virus a potenzialita pandemica. I'emergere di nuovi patogeni a trasmissione acrea quali il SARS-CoV. nonche la |

del

pit

| rischio. clementi per far scattare la SARS Alerr (WHO Guidclines. Oct 2004). Per queste ragioni. ¢ necessario

|'

[ ¢. quindi. il veicolo d introduzionce nella comunita di nuovi ceppi.

mighiorare la diagnostica delle infezioni virali delle vie acrce ¢ focalizzare la sorveglianza sui cluster di polmoniti |
o su polmonit in viaggiatori che potrebbero rappresentare 1 primi casi di infezione da parte di nuove varianti virali |

l



Obicttivi complessivi ¢ specifici del progetto e risultati attesi .
A Implementazione della rete per la sorveglianza virologica dell’influenza. al fine di
- carantire che la raccolta dei campioni da pazienti con influenza-like illness sia omogenca su tutto
il territorio nazionale ¢ che permetta isolamento ¢ la caratterizzazione di virus mfluenzali nelle |
diverse classt d'eta con particolare attenzione ai soggcetti immunizzati (rilevamento di escape
mdant) o n contatto con 1l serbatoio animale
- procedere ad una rapida caratlerizzazione sicrologica ¢ molecolare dei virus mfluenzali circolants
per valutare 'omologia con i ceppt che hanno circolato in passato ¢ presenti nella composizione
vaceinale
- identificare ¢ caratterizzare precocemente ceppi a potenzialita  pandemica  che  presentino
elicoproteine di superficic. proteine strutturali o non-strutturali di origine animale
| B Implementazione della diagnostica delle infeziont virali delle vie acrec superiori ed inferiori. con particolare
attenzione alle forme atipiche di polmonite al fine di:
. - dentificarce precocemente agenti ctiologici ecmergenti o ri-emergenti
- atbware la risposta di Sanita Pubblica al fine di contenere ¢ controllare 1l rischio di diffusione
‘ - mighorare 11 management del paziente alla luce delle terapie antivirali disponibili. riducendo 1l
J periodo di ricovero ¢ abbattendo 1l rischio di complicanze

- permettere la messa in atto delle misure di prevenzione delle infezioni a trasmissione acrea,
riducendo 1l rischio di trasmissione mtra-ospedalicra di patogem acrogeni ¢. quindi. 1l rischio di
complicanze ¢ il periodo di ricovero nei contatti del caso

| — - = : |

Strategia di comunicazione ¢ pubblicizzazione del progetto:

Pubblicazione scttimanale dei risultati della sorveglianza cpidemiologica ¢ virologica dell’influenza su sito web
del Mimistero della Salute. dell™Istituto Superiore di Sanita ¢ del CIRI-IV

Stesura di un rapporto annuale )

Collegamento con reti nazionali e internazionali:
Rete Mondiale di Sorveglianza dell” Influenza coordinata dall’OMS

Rete Furopea di Sorveglianza dell” Influenza EISS

(‘entro Nazionale di sorveglhanza delle infezioni aviaric presso | Istituto Zooprofilattico di Padova

Centro di Referenza Nazionale per le malattic deghi animali sclvaticr presso lstituto Zooprofilattico di Piemonte-
Ligunia-Valle D" Aosta (CERM.AS)

Centro per la Sorveghanza delle Virosi Importate (ENIVID), R. Koch Institute. Berlino

| Istituto Nazionale Fauna Sclvatica (INFS) - Ozzano (BO) '
i Dipartimento Sanita Pubblica Veterinana- Universita di Bologna




Materiali ¢ metodi

Raccolta dei campioni da pazienti con influenza-like illness omogenca su utto il territorio nazionale. stratificata
per cta. rilevamento e isolamento di virus influenzali

Sara necessario strutturare ¢ implementare una rete di laboratori di 1° livello distribuiti su tutto il territorio
nazionale. in grado di organizzarc una rete di PLS ¢ MMG per la raccolta dei campioni da pazienti nella diverse
classi d eta, Per la descrizione delle caratteristiche ¢ della numerosita della popolazione gencrale da sottoporre a
sorveglianza nelle singole Regioni o Macroaree ¢ la proposta dei laboratori di 1° livello si faccia riferimento agli
Alicgati 1 ¢ 2. Complessivamente, al fine di ottenere 50 isolati di virus influenzale nelle classi 0-4. 5-14, 15-064 ¢
=64 anni. sard necessario. in virtt della diversa incidenza nelle differenti classt d’eta sottoporre a sorveglianza
circa 3,500 bambini, 11.700 adulti ¢ oltre 20,000 ultrascssantacinquenni sull”intero territorio nazionalc.

Ogni laboratorio dovra cssere attrezzato per lavorare con agenti biologici di classe 11 (livello di sicurczza BSL2) ed
esscre in grado di rifevare ¢ tipizzare mediante teeniche di biologia molecolare virus influenzali A ¢ B. In
particolare fa teenica impicgata deve cessere in grado di rilevare tutti i virus A, anche quelli appartenenti al clade
aviario. 7. inoltre fortemente raccomandata la sottotipizzazione dei virus A attualmente circolanti nell uomo
(A/HINT. A/H3N2) ¢ I'isolamento su substrato cellulare dei virus rilevati mediante teeniche molecolari

Raccolta dei campioni da pazienti con influenza-like illness in contatto con il serbatoio animale

La rete di sorveglianza dovra cssere in grado di rilevare ¢ procedere al prelevamento di campiont da soggetti in
contatto con 1l serbatoio animale (allevatori, veterinari, lavoratori del scttore avicolo. ...) che presentino sindrome
riconducibile a infezione con virus influcnzali (congiuntivite. L1 ). La rete dovra essere orgamzzata dalla ASL.
Dipartimento di Prevenzione. mediante una stretta collaborazione con 1 servizi/dipartimenti veterinart per
["individuazione degli allevamenti animali di interesse (specie aviarie. suini. equini) ¢ avvalendosi deit MMG per la
sonveghanza climico-cpidemiologica ¢ la raccolta dei campioni.

I campioni raccolti dai soggettr in contatto con il serbatoio animale dovranno cssere inviati ai laboratori di 2°
livello perl rilevamento ¢ la caratterizzazione virale,

Caratterizzazione sterologica ¢ molecolare dei virus influenzali circolanti per valutare omologia con i ceppr che
hanno circolato in passato ¢ preseati nella composizione vaceinale ¢ identificare ¢ caratterizzare precocementie
ceppi a potenzialita pandemica che presentino ghcoproteine di superficie, proteine strutturali o non-struttirali i
origine animale

I campiom nisultatt positivi mediante teeniche di biologia molecolare presso i laboratori di 12 livello ¢ 1 campiom
raccolti da soggetti in contatto con il scrbatoio animale dovranno cssere inviati ai laboratori di 29 hivello.
individuati nel NIC Istituto Superiore di Sanita. Roma ¢ nel CIRI-IV. Dipartimento di Scienze della Salute.
Unmiversita di Genova per la caratterizzazione sicrologica, mediante HI (est ¢ microncutralizzazione, ¢ la
genotipizzazione. b laboratori di 2° livello dovranne essere in grado di rilevare. tipizzare ¢ coltivare su substrato
cellulare st virus mtluenzali umani (AZHTINT, A/FHIIN2. B) che di origine aviaria che abbiano compiato 11 salto di
specte (A/FIANT. A/HTNI. A/HTNT. A/HYUN2). Parte integrante dell"attivita dei laboratori di 2° livello sara la
carattcrizzazione molecolare delle glicoproteine di superficic del virus. nonché Vanalisi di scquenza di proteine
strutturali ¢ non strutturah al fine di evidenziare fenomeni di ricombinazione tra virus aviari ed umani. A causa
dclla potenziale presenza di virus di origine aviaria ¢ di teeniche di espansionc virale, per i laboratori di 2° livello ¢
raccomandato il livello di sicurczza BSL3.

Implementazione della diagnostica delle infezioni virali delle vie aeree superiori ed inferiori. con particolare
attenzione alle forme atipiche di polmonite al fine di-
La sorveglianza sard incentrata su popolazioni che potrcbbero rappresentare i primi casi di infezione delle vie
acree da parte di nuove varianti virali ¢, quindi. il veicolo d'introduzione  nella comunita di nuovi ceppi. In
particolare. allerta dovra scattare in caso di

- cluster di polmoniti con ctiologia sconosciuta in pazienti ospedalizzati

- cluster di polmoniti con ctiologia sconosciuta in operatori sanitari

- ILI o polmoniti in soggetti in contatto con animali sia sclvatici. che d allevamento (allevatori. veterinari,
lavoratori dcl scttore avicolo. guardiacaccia,...)
ILE o polmoniti in viaggiatori da arce che potenzialmente possono ¢ssere considerate a rischio per
introduzione di nuovi virus in relazione al quadro epidemiologico (attualmente ad csempio. Victnam,
Thailandia ¢ Cambogia per il virus influcnzale A/H3N1T o Sud della Cina per SARS-CoV)

- ILT o polmoniti in personale di laboratorio in cui vengono trattati virus respiratori a rischio cpidemico
La rete di sorveglianza dovra comprendere la rete ospedalicra ed un nucleo operativo/referente a livello regionale
che coordinera Nindagine epidemiologica avvalendosi del Servizio di Igicne Pubblica dell’ ASL. competente per il
territorio. ¢ sionterfaceerd a livello centrale con il Ministero della Salute, Dipartimento delle Prevenzione. e
situazioni di allerta sopra indicate, vanno immediatamente scgnalate possibilmente per telefono ¢ nogficatr.
sceguendo le modalita previste per le malattie di Classe | del D.M. 15 dicembre 1990. 11 nucleo op
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La livello regionale dovra. noltre. organizzare la raccolta dei campioni biologici da analizzarc per la diagnosi. che
dovranno essere mviati ai laboratori di 27 livello per il rilevamento ¢ la caratterizzazione virale.

I laboratori di 2° hivello procederanno sia con teeniche molecolari. sia mediante isolamento su substrato cellulare ¢
immunofluorcscenza al rilevamento di virus Influenzali umani ¢ avian. Virus Respiratorio Sinciziale. Adenovirus.
Virus Parainfluenzali. Coronavirus (incluso SARS-CoV). Mctapneumovirus, ... \
e attvita der Laboratori di 2° livello riguardanti sia la caratterizzazione sicrologica ¢ molccolare dei virus |
influcnzali circolanti sia I'implementazione della diagnostica delle infezioni virah delle vie acree superiori ed

Finanziamento richiesto:
Per I'attuazione del progetto si stima un fabbisogno biennale di €410.000
I costi sono. di seguito. approssimativamente indicati:

Laboratort di 19 livello:

Costi per la raccolta der campioni. per 1l personale

per reagenti ¢ consumabili per la sorveghanza virologica €130.000
Laboratori di 2° livello

Costi di personale per la gestione della sorveglianza

Supervisione ¢ Coordinamento: 2 unita
Personale teenico: 4 unita

Costi per controllo qualita interlaboratorio

Costi per reagenti ¢ consumabili per caratterizzazione virus interpandemici
Coshi per reagentt ¢ consumabili per preparazione al rilevamento.
tipizzazione. caratterizzazione di virus a potenzialita pandemica

Costi per reagenti ¢ consumabili per preparazione alla diagnostica

delle infezionn virali delle vie resprratorie

¢ 25000
€ 80.000

€ 10.000
€30.000

£50.000

€65 000

Centrt di inanziamento:
CIRI-IV. sede ammnistrativa Universita di Genova €200.000

Centro Nazionale per I'Influenza. Dipartimento di Malattic Infettive, Parassitaric ¢ Immunomediate. Istituto
Supertore di Sanita €210.000

.
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Allegato 1. Laboratori di 1° livello della vete per la sorveglianza virologica dell’influenza e requisiti
minimi e raccomandati richiesti

[aboratori di 17 livello afferentt al CIRI-TV. sede ammimistrativa Umiversita di Genova
I lstituto di Virologia. Universita di Milano, CIRI-IV
2. Dipartimento di Seienze di Medicina Pubblica. Universita di Trieste. CIRI-IV
3 Dipartimento di Istologia. Microbiologia ¢ Bioteenologic Mediche. Universita di Padova
4. Dipartumento di Fisiopatologia. Medicina Sperimentale ¢ sanita Pubblica, Universita di Sicna
5. Dipartimento di Igiene ¢ Microbiologia. Sczione lgiene. Universita di Palermo. CIRI-1V
6. Dipariimento di Scienze ¢ Teenologie Biologiche ed Ambientali. Universita di Lecee. CIRI-IV

Laboratori di 19 livello afferenti al Centro Nazionale per I'Influenza. Dipartimento di Malattic Infettive.
Parassitaric ¢ Immunomediate. Istituto Superiore di Sanita, che mantiene il compito di centro di riferimento
per 'OMS

I. ASL Centro Sud. Lab. di Microbiologia ¢ Virologia. Bolzano

2. Dpartimento di Sanita Pubblica. Universita di Parma

3. Dipartimento di lgiene ¢ Sanita Pubblica, Lab, di Virologia. Universita di Firenze
4. Dipartimento Igicne ¢ Sanita Pubblica. Universita di Perugia

5 Istituto di Microbiologia. Universita Cattolica =S, Cuorc™. Roma

6. Dipartimento di Scienze Mediche Preventive, Universita di Napoli
Dipartimento di Scicnze Biomediche. Universita di Sassari

~J

Requisitt minmi:

- Rilevamento ¢ tipizzazione mediante tecniche di biologia molecolare det virus influgnzali A ¢ B. In
particolare la tecnica impicgata deve cssere in grado di nlevare tutti 1 virus A, anche quells
appartenenti al elade aviario

- Sottotipizzazione dei virus A attualmente circolanti nell vomo (A/HINT. A/H3N2)

- Livcllo di sicurczza BS1.2

- Rete di PLS ¢ MMG n grado di cffettuare la sorveglianza di una popolazione rappresentativa per
numerosita ¢ caratteristiche anagrafiche della Regione o Macroarca (si veda sczione “Popolazione
sottoposta a sorveghanza™)

Requisiti raccomandati

- Isolamento mediante substrato cellulare e rilevamento mediante HA test ¢ IF test dei virus
mnfluenzah attualmente circolanti nell 'uomo (A/HINIT. A/H3N2. B)

0



Allegato 2. Popolazione Generale Sottoposta a Sorveglianza

Le nfezion delle vie respiratorie presentano differente ctiologia ed incidenza nelle diverse classi deta ¢ i
virus mflucnzali mostrano diverse caratteristiche antigeniche ¢ molecolari in relazione all’eta del paziente in
cui sono statt isolati (Fleming ct al., 2000: Zambon ct al. 2001: Ansaldi ¢t al.. 2004). Al finc di garantirc che
gliisolati siano rappresentativi dei virus circolanti. 1 campioni dovranno essere raccolti nelle diverse Regioni
o Macroarce (pin regioni che afferiscono ad un unico laboratorio). da pazienti appartenenti a differenti fasce
dcta In basc alla frazione ctiologica attesa, estrapolata dalla letteratura ¢ dai dati sorveglianza del network
nazionale prudenzialmente considerati (Fleming ct al.. 2000: Zambon ct al. 2001. Ansaldi ct al . 2004)_ al
fime di ottencre 50 isolati di virus influenzale nelle classi 0-4, 5-14, 15-64 ¢ >64 anni. sara opportuno
raccoghere almeno 330, 190, 350 ¢ 510 tamponi naso-faringci rispettivamente nelle suddctte classi su tutto il
territorio nazionale. L clevata incidenza di LI attesa nella fasce pediatriche (0-4. 5-14 anni) consentira di
raccoghere 1+ campiont mediante la sorveglianza di 3.500 bambini. L'inferiore incidenza osservata negh
adulti ¢ nelle classt d cta over-63 anmi rendera necessana la sorveglianza su circa 11.700 adulti ¢ oltre 20.000
ultrasessantacinguenni. Ne conscgue che ogni laboratorio dovra organizzare una rete di medici sentinella in
erado di sorvegliare 0,4 bambini (0-14 anni), 0,3 adulti (15-64 anni) e 2,5 over-65 ogni 1000 abitanti di
quella classe di eta della popolazione della Regione 0 Macroarea di afferenza.

Popolazione da sottoporre a sorveghanza attiva da parte del network di medict sentinella. numero di
campioni ¢ di isolati attesi nelle singole Regioni o Macroarce.

Lab. Regione 0 Macroarea ~ Popolazione da Sorvegliare ~ Campioni  Isolati Attesi
O-14anni 15-64 anni <64 anni Attesi  Min-Max

Gl Piemonte. Liguria.Val d”Aosta 208 1238 2915 156 22 47
Ml Lombardia 503 1897 3188 219 31 60
37 Trentino Alto Adige 58 185 318 23 3 7
PD Venclo 256 929 1609 [0 6 33
S Friuli Venczia-Giulia 58 249 559 31 4 v
PR Emilia-Romagna 184 813 1845 100 14 30
1eSI Toscana. Marche 260 1019 2283 128 18 38
PG Umbria 45 163 370 21 3 6
RM ¢ 1SS Lazio. Abruzzo. Molisce 432 1405 2390 170 24 51
NA Campama 408 133 1320 147 21 44
LE Puglia. Basilicata. Calabria 357 1347 2063 175 25 53
PA Sicilia 404 99| 1603 31 I8 39
SS Sardegna 122 344 493 42 6 13
Totale 3680 11715 21185 1450 203 435



Allegato 3. Attivita dei Laboratori di 2° livello della rete per la sorveglianza virologica dell’influenza

Laboratori proposti:
- Centro Nazionale per influenza, Dipartimento di Malattic Infettive, Parassitaric ¢ Immunomediate.
Istituto Supertore di Sanita
- CIRI-IV. Dipartimento di Scienze della Salute. Universita di Genova

Attivita di caratterizzazione sierologica ¢ molecolare dei virus influcnzali circolanti

- Rilevamento ¢ tipizzazione mediante teeniche di biologia molecolare dei virus influenzali umani
(A/HINIT. A/H3N2. B) o di origine aviana che abbiano compiuto 1l salto di specic (A/H3NI1,
A/HTN3, A/HTNT, A/HIN2)
Isolamento mediante coltura in substrato cellulare ¢ rilevamento mediante HA test ¢ IF (est dei virus
influenzali umani (A/HIN T, A/H3N2. B) o di originc aviaria che abbiano compiuto il salto di specie
(A/HINT. A/HTN3. A/HTN7. A/HON2)
Caratterizzazione sicrologica mediante HI test ¢ microncutralizzazione
Caratterizzazione molecolare delle glicoproteie di superficic
- Livello di sicurczza BSL3
Carattenizzazione molecolare delle proteine strutturah ¢ non-strutturah

'

I

Attivita di implementazione della diagnostica delle infeziont virali delle vie acree superiort ed inferiort, con
particolare attenzione alle forme atipiche di polmonite
- Rilevamento. tpizzazione ¢ caratterizzazione mediante teeniche di biologia molecolare. ricerca
antigenica o anticorpale dic Virus Influenzali wmani ¢ aviari*, Virus Respiratorio Sinciziale,
Adenovirus. Virus Parainfluenzali, Coronavirus (incluso SARS-Col’). Metapneumovirus
- Isolamento mediante coltura in substrato cellulare ¢ rlevamento mediante HA test ¢ IF test dei
soprariportati microrganismi
Algoritmo a duc step per la diagnosi dei soprariportati microrganismi
- Risposta entro 48-72 orc
Livello di sicurczza BSL3

*Virus influenzali avian che abbiano compiuto il salto di specie



