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Il laboratorio nel sistema sanitario regionale

UOC Microbiologia e Virologia
Azienda Ospedaliera di Padova

Certificato 1SO 9001:2013,
Accreditato con Ente Nazionale Accredia per 1ISO 15189:2015 e ISO 17025:2001

Direttore:

Prof. Giorgio Palu, giorgio.palu@unipd.it Laboratorio di Riferimento Regionale per:
Segreteria Tel. 049-8218830-7915 Fax. 049-8213054 Programma regionale di

Contatti: genofenotipizzazione ed epidemiologia
Laboratorio di Virologia - Tel. 049/8213047 molecolare (DDR 5/2015):

Dr.ssa Monia Pacenti, monia.pacenti@aopd.veneto.it 1S i dei micobatteri
. . e . . d0rveglianza del micopatteri
Laboratorio di Sierologia — Tel. 049/8218833 5> Vi & dell’ defici
Dr.ssa Margherita Cattai, margherita.cattai@aopd.veneto.it . Virus .e |mm’uno .e Icienza  Uumana
Dr.ssa Anna Piazza, anna.piazza@aopd.veneto.it (HIV) e virus dell’epatite C (HCV)
3. Virus dell'influenza e altri virus

Laboratorio di Diagnostica molecolare — Tel. 049/8218152

Prof.ssa Luisa Barzon, luisa.barzon@unipd.it respiratori emergenti

Dr.ssa Elisa Franchin, elisa.franchin@unipd.it 4. Sorveglianza e genotipizzazione di
Dr.ssa Silvana Pagni, silvana.pagni@unipd.it patogeni trasmessi da artropodi e altri
Computer resources: Bioinformatica e Analisi Genomica — Tel. 049/8218152 patogeni emergenti

Dr. Enrico Lavezzo, enrico.lavezzo@unipd.it 5. Indagini diagnostiche e attivita di
Prof. Stefano Toppo, stefano.toppo@unipd.it sorveglianza in qualita di Laboratorio di

Prof. Riccardo Manganelli, riccardo.manganelli@unip.it Riferimento Regionale (morbillo
4

rosolia, epatite A, epatite E, malattia da
virus Ebola, ecc.)
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LRR del Veneto: punti di forza

Membri della struttura fanno parte di Roster of Experts, ECDC, EVD LabNET, presidenza di Societa’ Scientifiche,
Commissione vaccini per la Regione Veneto
Personale altamente qualificato con ampia esperienza e capacita di set-up rapido di nuovi percorsi e test
diagnostici in house;
. approccio diagnostico intergrato con conferma rapida dei casi e disponibilita di test per diagnosi
differenziale;
. tempi rapidi di risposta (6-48h dal ricevimento del campione);

. costi contenuti grazie all'esecuzione di test in house validati ed accreditati secondo percorso di

accreditamento Accredia e implementabili in base alle esigenze epidemiologiche;

| test per la conferma di laboratorio di casi di infezione da virus del Morbillo e della Rosolia sono eseguiti con
elevata qualita delle prestazioni: Certificato ISO 9001:2013 e Accreditati con Ente Nazionale Accredia per I1SO

15189:2015.

Partecipazione regolare a VEQ nazionali e internazionali per diagnostica di laboratorio di infezioni da virus del

Morbillo e della Rosolia.



Accreditamento del Laboratorio di Riferimento Regionale del

Veneto all’interno della rete MoRoNet
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* Come previsto dal progetto CCM “Verso l'eliminazione di Morbillo e Rosolia: realizzazione di una rete di
Laboratori Sub-Nazionali (MoRoNET) coordinata dal Laboratorio di Riferimento Nazionale-OMS”, sono stati
individuati i Laboratori di Riferimento Regionali (LRR) da accreditare come laboratori Sub-Nazionali.

* A partire dal 02/09/2016, il laboratorio dell’ UOC Microbiologia e Virologia dell’Azienda Ospedaliera di Padova
(AOPD) é stato identificato dall’ISS come Laboratorio di Riferimento Regionale (LRR) per la Regione Veneto e
accreditato come laboratorio Sub-Nazionale per la sorveglianza integrata di Morbillo e Rosolia.

* La conferma di laboratorio dei casi di Morbillo e Rosolia costituisce, infatti, un elemento cruciale per la
sorveglianza di queste due malattie e I'attivazione della rete nazionale MoRoNET rappresenta la risposta alle
richieste dell’Organizzazione Mondiale della Sanita in vista dell’obbiettivo dell’eliminazione delle malattie stesse.

* Come richiesto dal percorso di accreditamento MoRoNET, e in linea con i principi di appropriatezza e qualita, la
conferma di laboratorio dei casi sospetti di Morbillo e Rosolia, i campioni clinici verranno tutti indirizzati ed
esaminati presso il LRR del Veneto.




AZIENDA OSPEDALIERA - UNIVERSITA’ di PADOVA

”ISTRUZIONI GENERALI PER L'INVIO DEI via A. Giustiniani 2 - 35128 PADOVA
CAMPIONI PER LA CONFERMA DI LABORATORIO Dipamme'm i Medicina Molecolare
di CASI SOSPETTI D’ INFEZIONE DA MORBILLO E = U.0.C. Microbiologia e Virologia
ROSOLI ” Direttore Prof. GIORGIO PALU’

tel.+039 049 8213051 fax +039 049 8213054

ISTRUZIONI GENERALI PER L'INVIO DEI CAMPIONI PER LA CONFERMA DI LABORATORIO di
CASI SOSPETTI D’ INFEZIONE DA MORBILLO E ROSOLIA

per il prelievo d
e ( TIPOLOGIA DI CAMPIONI: \

Bustina
Biohazard sangue capillare
| campioni vanno raccolti quanto prima, all'esordio della manifestazione clinica, e comunque non
oltre 4-10 giorni dalla comparsa dell’esantema.
Provetta per urina
o il prelievo = Per la conferma di laboratorio dei casi sospetti, vanno sempre inviati tutti i seguenti campioni
apiiare bislogici:
n. 1 provetta di sangue (plasma o siero):
L‘;CT‘“E n. 1 provetta di vrine (5-10ml) (orime urine eliminate al matfine in gquanto contengono la
“Salivette” peril s quota maggiore di cellule di sfaldamente dells vie urinarie nelle quali & presente il virus
prelievo di saliva nella fase ocuta dell'infezions).
Raccogliere i campioni clinici quanto prima dopo la comparsa 4 CONSERVAZIONE E INVIO DEI CAMPIONL: N\
dei sintomi €, senza congelare,conservare I campioni In Tutti i campioni biclegici deveno amivare al LRR accompagnati dallo scheda di raccolta dati
frigorifero (4°C) fino al test o all'invio al laboratorio che {Allzgato 1), compilata in ogri sua parte.
effettuera i test (in regOIa | campioni vanno conservati a +4 °C, e consegnati al LRR, gquanto prima, in contenitore refrigerato.
generale il prima possibile). \_ | campioni possano essere conservali o +4 °C per al massimo 72 ore dal prelisvo. )
Refertazione entro max tempo 72h dall’arrivo del campione S TTVIO U SoETE SYETTUaTS SEC O T TE QUET QIO € OTa o Ap e O CET IR, \
Indirizze: UOC Microbiclogio & Virologia, Via Nicold Giustiniani, 2
Le caratteristiche del campione e le condizioni di conservazione Azienda Ospedaliera di Padova, 35128 Padova
sono fattori chiave per ottenere dei risultati attendibili e di utile Orari: dal lunedi al venerdi, dalle ore 8:00 alle ore 17:30; il sabato dalle ore 8:00 alle ore 13:00
supporto alla diagnosi L Segreferia: Tel, 049/8218630-7915-7914 Fax: 049/56213054 )
Retererm

Dr.ssa Monia Pacenti - Tel. 0493213047 e-mail: monio.pacenfi@oopd.vensto.it
Prof.ssa Luisa Barzon, - Tel. 049/8218944 e-mail: luiso boon@unid it

Agevolare e utilizzare i “sietemi di invio campioni” gia’
Dr.ssa Elisa Franchin, - Tel. 04%/8218152 e-mail: glisa franchin@uniodit

preesistenti per consegnare i prelievi clinici al LRR Padova, con o

senza preViO contatto con || |ab0rat0ri0 Dr.ssa Silvana Pagni, - Tel. 04%/3217910 e-mail: divano.pagni@unipd.it

Dr.ssa Margherita Caffai, - Tel. 049/5215832 e-mail: margherito.cottai@aopd.veneto it

Dr.ssa Anna Piazza, - Tel. 04%/32158823 e-mail: gnna piora@oopd veneto it Il Direttore



Allegato 1

Scheda per l'invio dei campioni al Laboratorio di Riferimento Regionale
(LRR) per la conferma di laboratorio di casi sospetti di Morbillo e Rosolia

REGIONE ASL COMUNE
[ DATI ANAGRAFICI DEL PAZIENTE \
COGRaMELNOME it i ——- 1 dm
N B b o B s TR o
Bomifcilios GOMIINE . .. oo s i e st s Provincia ...
Residenza (se diversa da donucilic):
L0 of (=) 1> - S
DIAGNOSI CLINICA
Iorbillo [ Rosolia [ Parotite [
/~ STATO VACCINALE N\
Precedente vaccinazione contro morbillo, rosolia e parotite
O No [ Non so, non ricordo
O Si, 1dose 0 Si, 2 dosi [ Si, non ricordo le dosi

O Sisolo Morbille  [J Si solo Parotite O Si solo Rosolia

Se si, quando ha effettuato |'ultima dose (gg/mm/aaaa): / !

(gg‘/mm/aaaa) j
(" DATICLINICI A
Data di comparsa dell’'esantema o della tumefazione parotidea: / /
(gg/mm/aaaa)
\. y,

Data del prelievo (gg/mm/aaaa): / /

Tipo di prelievo: Sangue [] Saliva [J Urine [J Altro [J (Specificare: ............cccccoecivne

........... )

-

Nome Cognome

Indirizzo

Struttura:

W e e s S B SR S Comune::...c.coioiisis Provincia ..o
N° di telefono N.Fax

k Fmail*

N

1. Anagrdfica uttilizzata ai fini dell’accettazione degli esami di
laboratorio: la scheda funge da richiesta !

2. Su tutti i casi sospetti/sintomatici viene automaticamente
eseguita la diagnosi integrata Morbillo e Rosolia

3. Dati relativi alla vaccinazione

2. SOLO dati relativi ai tempi di comparsa sintomi; nessun dato
relativo ai sintomi o andamento clinico

3. Indicare le tipologie di campioni biologici disponibili e inviati

3. Riferimenti e recapiti del medico che vede il caso sospetto e
della struttura sanitaria di apparteneza a cui verranno inviati i
referti via fax sia negativi che positivi.




Segnalazione dei casi positivi alla conferma di laboratorio
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Sistema di Sorveglianza Integrata Morbillo e Rosolia

Aggiornamento del 30 maggio 2017

Casi di Morbillo confermati in Italia
Casi per Regione

2.719 casi dall’inizio dell’anno

Eta mediana 27 anni

89% non vaccinati

6% vaccinati con 1 sola dose
35% almeno una complicanza
40% ricoverati

15% in pronto soccorso

220 casi tra operatori sanitari

Casi di Morbillo confermati
presso LRR del Veneto

Circa 160 casi dall’inizio dell’anno
Eta mediana 24 anni

62 % non vaccinati

7 % vaccinati con 1 sola dose

1,3 % vaccinati 2 dosi ,
3,2 % non ricorda dosi di vaccinazione 1= ,
8,2 % non ricorda storia di vaccinazione —_ -

22?2 Ricoveri,
principali complicazioni,
casi tra operatori sanitari




Sistema di Sorveglianza Integrata Morbillo e Rosolia

Aggiornamento del 30 maggio 2017
Morbillo in Italia

Morbillo —LRR Veneto

Casi per fascia di eta (%) %casi per fascia di eta

m<1
23% B 1-4 anni
W 5-14 anni
= 15-39 anni
>39
casi confermati
2017 120
100 +
80 80
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10
‘2‘8 [ 2
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Casi di Morbillo confermati presso LRR del Veneto - anno 2017
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Metodi di laboratorio per la diagnosi di infezioni

da virus del Morbillo e della Rosolia

v Diagnosi molecolare
v’ Real-time RT-PCR in house nel tampone faringeo, saliva,urine
(Test accreditato con Ente Nazionale Accredia per ISO 15189:2015 )
v Sequenziamento/genotipizzazione secondo criteri WHO dei casi PCR positivi
(Test accreditato con Ente Nazionale Accredia per ISO 15189:2015 )
v Analisi genomica e filogenetica
v" Diagnosi Sierologica
v’ Ricerca anticorpi anti Morbillo (IgM e 1gG)
v’ Ricerca anticorpi anti Rosolia (IgM e 1gG)
(Test accreditato con Ente Nazionale Accredia per 1ISO 15189:2015 )
v’ Test di sieroneutralizzazione per la determinazione di anticorpi

protettivi anti Morbillo

v Isolamento virale in coltura
v’ Isolamento virale in coltura da campioni di siero, saliva, urine

(su linee cellulari B95a/ hVero-Slam)
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POSSIBILI REINFEZIONI DA MORBILLIVIRUS

Pazienti immuni, vaccinati con 1 o0 2 dosi e non vaccinati

| casi di reinfezione (RICs) da Morbillivirus sono possibili sia su soggetti con immunita naturale
che conferita dal vaccino in circa 1% dei casi;

La diagnosi di infezione secondaria da Morbillivirus puo’ essere definita come:

|.  Rapporto dei valori di IgG su IgM molto elevato;

Il.  Presenza di positivita’ all'indagine diretta e contemporanea presenza di IgM+/1gG+
o IgM-/IgG+;

lll. Valutazione dei valori di avidita’ delle IgG (elevate avidita’)

IV. Valutazione del titolo sieroneutralizzante su due campioni successivi che
consentono di osservare un aumento delle IgG e un titolo PRNT 4 volte superiore ne
secondo campione e comunque superiore >40.000 IU/mlL.

| pazienti con sole 1gG positive, con sintomi di sospetta infezione da Morbillivirus
durante la presenza di focolai attivi di infezione, vanno accuratamente approfonditi
prima di scartare l'ipotesi di reinfezione.

Bibligrafia:
1. Outbreak of Measles Among Persons With Prior Evidence of Immunity, New York City, 2011
Jennifer B. Rosen et al. CID 2014:58 (1 May) 1205

2. High Concentrations of Measles Neutralizing Antibodies and HighAvidity Measles IgG Accurately Identify Measles Reinfection Cases
Sun B. Sowers et al. Clin Vaccine Immunol 23:707-716. August 2016 Volume 23 Number 8



CASO DI REINFEZIONE DA MORBILLIVIRUS

Paziente # 55
Nome e Cognome: S.C.
Sesso: F
n. 16/09/1990
Domicilio: Padova
Storia vaccinale: “Si’, 2 dosi” (ultima dose 08/10/2001)

Comparsa sintomi: 02/04/2017 (Esantema, rinite, febbre, tosse)
Vista presso ULSS 6 Cadoneghe (Padova)

Siero Plasma T.faringeo Urine
1* prelievo:05/04/2017 - Morbillo NA NA NA PCR+
(3 gg comparsa sintomi)

— Rosolia NA NA NA PCR -
2* prelievo:07/04/2017 —> Morbillo IgM dubbie NA PCR+ NA
(5 gg comparsa sintomi) IgG+ (14000)

- Rosolia  1gM-/IgG-  NA PCR - NA
3*prelievo: 14/04/2017 - Morbillo IgM + NA PCR - PCR-
(12 gg comparsa sintomi) lgG+ (15000)

- Rosolia 1gM-/IgG- NA PCR - PCR-

NA: campione non disponibile




Caso confermato di sospetta infezione da Rubivirus

Paziente
Nome e Cognome: R.M.E.
Sesso: F
n. 13/07/1987 (Romania)
Domicilio: Padova
Storia vaccinale: “Si’, non ricorda le dosi”

Comparsa sintomi: 28/04/2017
Si reca al PS Ospedale S. Antonio (Padova) con sintomi e esantema simil morbillo
Contatti: riferisce precedente viaggio in treno a Roma (23-25/04/2017)

Siero Plasma T.faringeo Urine
1* prelievo:02/05/2017 - Morbillo IgM-/IgG+ PCR - PCR - PCR/NE
(2600)
(4 gg comparsa sintomi)
- Rosolia IgM+/l1gG- PCR - PCR + PCR/NE
Siero Plasma T.faringeo Urine
2* prelievo:08/05/2017 - Morbillo I1gM-/lgG+ PCR - PCR - PCR/NE
(3300)
(10 gg comparsa sintomi)
- Rosolia IgM+/1gG+ PCR - PCR - PCR —
(105)

PCR/NE: campione clinico non disponibile, PCR non eseguita.
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Mvs/Mantova.ITA/18.17
Mvs/Milano.ITA/14.17
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o . . Mvs/Venezia.ITA/04.17
Morbillivirus LRR del eVerona A4 17
Mvs/Padova.ITA/14.17
— Mvs/Padova.|TA/12.17
— MVs/Tuttlingen.DEU/03.17/[B3]
Vi MVs/Messina.|ITA/11.17/2
I a n n 0 20 17 MVs/Palermo.ITA/12.17
831 Ms/Padova.ITA/18.17 33
Mvs/Ferrara.ITA/12.17
MVs/Fribourg.CHE/05.17/[B3]
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Mvs/Vicenza.ITA/20.17
99 I MVs/Steenbergen.NLD/16.17/[B3]

¥ B3-L46753 -

100 D8 _isolamento_2011

Veneto durante
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L MVs/Nebraska.USA/11.17/[D8]
— D8-AF280803
100
! MVs/Khagaria.IND/10.17/10/[D8]

—— MVs/Tucuman.ARG/15.17/30/[D8]
—— MVs/Stockholm.SWE/13.17/[D8]
72 MVs/Tuebingen.DEU/04.17/[D8]
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. MVs/Catania.ITA/20.16[D8]
MVs/Agrigento.ITA/26.16[D8] _
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Morbillivirus genotipo D8- LRR del Veneto durante I’'anno 2017

D8 _isolamento_ 2011

— DB-AF280803
MVs/Ludwinsbura. DEUSOT . 17/D81
MvsfVerona lTAMS.17/ n.5
1 Mvs/Verona ITA/20.17/_n.2_ Unica sequenza Morbillivirus

MVs/Catania ITA/E.17[DE] D8/2017 in Italia (Catania)

MVs/Stockhaolm SWE/ 3. 17/[D&] depositata in GeneBank
Mvaherona . ITAAT. 17N

Mvs/Padova ITAMS 1T/ _n2_
MvsVerona.lTANS.1T n.3

MysiPadova lTAM4 17/ 0.2 Sequenze delle genotipizzazioni
MyvsVerona TAM 117/ n.2 eseguite sui casi confermati di
MVs/Tuebingen. DEU/D4.17/D&] morbillivirus durante il 2017 presso LRR Veneto

1\ MV sfFrankfurt verranno pubblicate in GeneBank a breve

MV=/Stuttgart DELOS.17/[D8]
L MVs/Berlin. DEU/OB.17/[D&]
MVs/Trapani ITA/ 5. 16[D8]
MVs/Catania.ITA/20.16[D8]
MVs/Trapani.ITA/34.16[D8]
MVs/Trapani.ITA/29.16[D8]
MVs/Trapani ITA/2Z_ 16[D8]
MVs/Trapani.ITA/18.16/3[D8]
MVs/Trapani ITA/43_ 16[DE]
MVs/TrapaniITA/40.16/2[D8]
MVs/Agrigento.ITA/26.16(D8]

0.01



Morbillivirus genotipo B3- LRR del Veneto durante I'anno 2017

B3-L46753
MVs/Stockholm. SWE/M4.17/B3]

- Mvs/Vicenza.ITA/20.17/

MVsThess.GRE/M . 17[B3)

Mvs/Crientale CODM48 12/3[B3)
¥ MvsiVicenza ITAM51T/

|== adova. A7 _n.

MV e/Fribourg. CHE/DS.17/[B3]
Mys/Palermo ITAM 2. 17[B3]

— MvsTuttlingen. DEUA3.17/B3] @

MVs/Palermo ITA10.17[B MVs/Messina ITA
— Mvs/Padova ITAMZ2AT7/ MVs/Palermo ITA
— WMvs/Padova. ITAMB17/_n.4 Mvs/Padova.lTA/18.17 (n.4)

Mys/Meszina ITAS 17[B3]
Myvs/Meszina I TAS 1713[B3]
Myvs/Meszina I TAM1.17/3[B3]
Myvs/Meszina I TAM1.A7T/2[B3] .
)@Padm&.ler \ Mus/Padova.ITA (n. 54, weeks 11-20 2017)
Mvs/Padova. [TAM4.17/_n.8_ [ Mvs/Veronal TA/14.17

Mys/Padova. ITA20.17/_n.3_ Mve/Venezia.ITA (n. 6. weeks 4-16 2017)
Mys/Adria ITAZ0AT! )

Mvs/Chioggia. I TA/20.17/_n.3_ DN SME TP

MVs/Tuttlingen.DEU/C3.17/[B§]
Mys/Padova.lTA/21.17 (n.3)

Mys/Mantova ITAMB. AT/ Mvs/Mantova ITA/18.17
Mve/Padova ITAMT AT _n.7_ 58 Mys/Milano ITA/14.17
Mvs/Padova ITAME AT/ _n15_ Mus/Ferrara.| TA/12.17
MvsfVenezia [TAMEAT! e —
MvsVenezia ITAHB. 17/ nd_ MVs/Fribourg.CHE/05.17/[B3]
Mvs/Padova.ITAM5.17/_n.8_ Ms/Vicenza.lITA/15.17
Mvs/Chioggia. ITA21.17/ MVs/Stockholm . SWE/14.17/[B3]
Mys/Padova. ITAM3. 17/ _n.3_ 23 | MV s/Thess.GRE/1.17[B3]
Mys/Femara. ITAM2.17/ sl mvs/Ornentale.cOD/49. 12/3(83]
MyvsNerona. [ TAML 1T Mve/Vicenza. ITA/20.17

v '/ . Jal.
Mve/Palermo I TAM 17M[B3] —

B3-L45753

Mvs/Padova.ITAM1.17_n.5_
| MvsMilano ITA/14.17/ '
MVs/Messina ITAIT 17/2[B3] 0.002
MVs/Messina ITA/S.17[B3]
MVsMessina ITA/5.17[B3] J

0.01




Esperienza acquisita

v' Importanza di centralizzare presso il Laboratorio di Riferimento Regionale
(LRR) la conferma di laboratorio per la diagnosi di casi sospetti di infezioni
da virus del Morbillo e della Rosolia ai fini di una corretta sorveglianza

epidemiologica da parte del Dipartimento di Prevenzione della Regione.

v' Necessita di fare formazione in ambito regionale sulla biologia del
Morbillivirus e I'impatto clinico dell’infezione, oltre che sulle modalita

della corretta gestione dei test di laboratorio per la conferma.
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