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OC La sorveglianza é essenziale per conoscere e capire
'epidemiologia delle malattie infettive

 La sorveglianza delle malattie infettive ha per oggetto la raccolta di dati
e la loro analisi ed interpretazione per produrre informazioni utili a chi puo
adottare interventi

¢ Lobiettivo delle attivita di sorveglianza delle Malattie a trasmissione
alimentare (MTA) & di contribuire a ridurne I'incidenza e la prevalenza
nell’'uomo limitando I'esposizione ai patogeni per via alimentare

 L'adozione di interventi e politiche di controllo delle MTA devono essere
mirate a ridurre |'esposizione sia a lungo termine, sia in situazioni di
emergenza (focolai epidemici)

Casi di MTA nell’'uomo in EU, 2012

Patogeno Casi d’infezione 2008 2009 2010 2011 2012
Campylobacter 214268 -
Salmonella 91034 /\—‘
/N
E. coli (VTEC) 5671 —
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/ e
Listeria 1642 / NS

Focolai di MTA in EU, 2012

Figure 5U2 Distribution of food-bome ouibreaks per causative agent in the EU, 2012
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Sorveglianza integrata delle zoonosi — Dir 99/2003/EC C -

Articolo 1 - Oggetto e campo di applicazione

Lo scopo & garantire un'adeguata sorveglianza delle zoonosi, degli agenti zoonotici [...]
e un'adeguata indagine epidemiologica dei focolai di tossinfezione alimentare, per
consentire di raccogliere nella Comunita le informazioni necessarie ad una valutazione
delle relative tendenze e fonti.

Articolo 4 - Regole generali relative alla sorveglianza delle zoonosi e degli agenti
zoonotici

Gli Stati membri raccolgono dati pertinenti e comparabili per individuare e descrivere i
pericoli, valutare I'esposizione e caratterizzare i rischi connessi alle zoonosi e agli
agenti zoonotici.

Articolo 8 - Indagi idemiologica dei focolai di infezi li e

L'autorita competente procede ad un'indagine sui focolai di tossinfezione alimentare in
cooperazione con le autorita citate nell'articolo 1 della decisione n. 2119/98/CE.
L'indagine ha lo scopo di acquisire dati sul profilo epidemiologico, sui prodotti
alimentari eventualmente coinvolti e sulle cause potenziali del focolaio. L'indagine
comporta, nella misura del possibile, I'esecuzione di idonei studi epidemiologici e
microbiologici.
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Sierotipi di Salmonella isolati dal’'uomo (UE, 2012)
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Fonte EFSA, 2014

Alimenti connessi ai focolai di Salmonellosi, in EU 2012
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Sorveglianza: i sistemi di allerta e risposta rapida nella UE

Settore Medico

| ;
EWRS

Settore Veterinario

- Alimenti

!
P9
k‘ﬂhﬂSFF

Rapid Alert System for Food and Feed

v 7
&

[ T8

EPIS Epidemic Intelligence Information System

|

Stati
Membri

JOINT ECDC-EFSA RAPID OUTBREAK ASSESSMENT

Multi-country outbreak

Outbreak of hepatitis A

in EU/EEA countries
Second update
11 April 2014

Mulrl-‘cnl.lnb'y outbreak of Sa/monelfs Stanley infections
Update
10 Septembor 1013
ECDC RAPID RISK ASSESSMENT

Qutbreak of Shiga toxin-producing
E. coli (STEC) in Germany
Update 14 June 2011

Focolaio EU da Salmonella Stanley 2012

* 29/6/2012 EPIS: focolaio internazionale a lenta luzi da S.Stanley
Belgio 41lcasi, Ungheria 235, Austria 186, Germania 77, UK 64,
Rep. Ceca 35, Svezia 18, Italia 14, Slovacchia 12, Grecia 1
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http://ecdc.europa.eu/en/publications/Publications/20120921_RRA_Stanley_Salmonella.pdf

Epidemia transnazionale di Epatite A genotipo IA in EU
2013/2014

Outbreak HAV strain: GenBank accession number KF182323
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Focolaio di infezione da VTEC 026 in Puglia 2013
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23 casi di SEU tra giugno e agosto 2013
* 19 casi: infezione VTEC 026
* Isolamento ceppo VTEC 026
vtx2+, eae+ da 7 casi
Isolamento ceppo 026 da
cagliata

MR 404

cagliata . epidemici Caso sporadico

Trend of VTEC infections in the EU, 2008 - 2012
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Figura VT2. Trend in reported confirmed cases of human VTEC infections in the EU, 20 REUTERS
and 2008-2010 (bottom)

Killer bacteria claims victims in Germany,
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Epidemiologia molecolare delle MTA in EU

2012

HEALTH AND CONSUMERS
1

Vision paper on the development of data bases for
lecular testing of foodborne pathogens in view of
outbreak preparedness.

1. Background

1.1 Molecular testing

Molecular typing or microbial DNA fingerprinting has developed rapidly in recent years. Many typing
methods, like PCR technigues and sequencing, have become part of routine strain characterization in

many laboratories. Molecular typing provides essential tools for different surveillance purposes, such as
monitering spread of clones and strains, early detection of dispersed (internatienal) outbreaks, and
prediction of epidemic potential. http: urop: paper_en.pdf.

Epidemiologia molecolare delle MTA in EU

E HEALTH AND CONSUMERS

Obiettivi
v'Migliorare I'identificazione di focolai diffusi transnazionali
v'Migliorare la tracciabilita delle sorgenti dei focolai epidemic
v'Migliorare I'indagine delle meccanismi di trasmissione degli agenti di
zoonosi a trasmissione alimentare in UE e globalmente
v'Migliorare la capacita di risposta e la preparedness nei confronti dei

focolai epidemici

Epidemiologia molecolare delle MTA: opinioni EFSA 2013/2014
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SCIENTIFIC OFINION

Selemtific Opinion on the evalustion of molecular fyping methods for major
food borne microbiological hazards and their use for attribation modelling.
eutbreak investigation and scanning surveillance: Part 1 {evaluation of
methods and applications)’

EFSA Panel on EFSA Blological Hazards (BIOHAZ)
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Realizzazione di un database molecolare per i patogeni a
trasmissione alimentare isolati da fonti animali e alimentari
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[FECHNICAL REPORT

Technical specificati
testing of food-L

for the pilot on the collection of data on molecula
pathiogens from Food. Teed an nitmal samples'

European Food Safety Authoriny” !

European Food Safety Authority (EFSA). Parma, ltaly

Caratterizzazione molecolare degli agenti di MTA

* La caratterizzazione fenotipica e genotipica dei microrganismi viene
eseguita per classificare i microrganismi sotto il livello di specie ovvero
per identificare sottotipi

* La caratterizzazione molecolare permette di classificare i microrganismi
in base alle variazioni del genotipo e/o alla presenza o assenza di specifici
geni (inclusi quelli che contribuiscono a conferire caratteristiche di
patogenicita e virulenza o capacita di sopravvivenza in ambienti
sfavorevoli)

Hallin et al., 2012

* La caratterizzazione molecolare consiste nell'applicazione di metodi di
laboratorio finalizzati a caratterizzare, discriminare e identificare
(indicizzare) i sottotipi

ECDC, 2013

* Tuttii batteri sono soggetti a variazione del proprio corredo genetico
sia per mutazione che per acquisizione o perdita di elementi genetici
mobili.

EFSA, 2013

La caratterizzazione fenotipica e genotipica consente di valutare il livello di
‘parentela’ di due isolati ma per fare cio € indispensabile considerare la
struttura e la diversita della popolazione batterica nel suo complesso.

Cambiamenti genetici adattativi consentono, in caso di successo
'espansione clonale. Tale meccanismo evolutivo consente ai batteri di
sfruttare nuove nicchie ed estendere il proprio spettro di ospiti
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* Le caratteristiche molecolari costituiscono un marker efficace per
I'identificazione e indagine dei focolai epidemici, studi di attribuzione delle
fonti e valutazione della virulenza e del potenziale epidemico

EFSA, 2013

Opinion EFSA. Part 1: valutazione dei Metodi

Valutare I'appropriatezza dei metodi di caratterizzazione e tipizzazione
molecolare per i principali patogeni a trasmissione alimentare (Salmonella,
Campylobacter, Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) e Listeria)

Criteri di valutazione dei metodi:
* Capacita discriminatoria (capacita di discriminari tra ceppi di diverso
genotipo)
* Riproducibilita
« Disponibilita di standard e possibilita di armonizzazione internazionale
(disponibilita di SOP, EQA, standard di nomenclatura e strumenti di
analisi dei dati molecolari)

Valutare I'appropriatezza delle metodiche di caratteri: i inrel
al loro utilizzo a supporto di:
* attribution modelling
* Identificazione e indagine dei focolai di trasmissione alimentare
« Identificazione di patogeni emergenti a potenziale diffusione

Opinion EFSA. Part 1: valutazione dei Metodi

EFSA, 2013
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Opinion EFSA. Part 1: valutazione dei Metodi
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Opinion EFSA. Part 1: valutazione dei Metodi

Molecular serotyping

Restriction fragment length polymorphism (RLFP)
Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

Specific gene characterisation

Multiple loci variable tandem repeat analysis (MLVA)
Single locus sequence typing (SLST)

Multi locus sequence typing (MLST)

Whole genome mapping (optical mapping)

Whole genome sequencing (WGS)

Non esiste un metodo ideale di caratterizzazione molecolare dei patogeni a
trasmissione alimentare e nessun metodo € in grado di soddisfare i requisiti
ottimali per le diverse applicazioni
La scelta del metodo piu idoneo dipende dal patogeno e dall’ambito di
applicazione (scopo) per cui & necessaria la caratterizzazione

Opinion EFSA. Part 1: caratterizzazione molecolare dei
patogeni per I'identificazione e indagine dei focolai

¢ Armonizzazione dei metodi: per migliorare I'identificazione real-time e
I'indagine dei focolai epidemici e indispensabile che i dati molecolari
prodotti dai laboratori clinici, veterinari e di sicurezza alimentare siano
pienamente comparabili per essere inclusi in un database centrale che ne
garantisca l'analisi integrata.

¢ Per alcuni metodi di tipizzazione molecolare ampiamente utilizzati (MLST,
PFGE, MLVA) il livello di armonizzazione disponibile & buono ed esistono
ampie banche dati pil 0 meno ottimali in relazione agli scopi di
identificazione e indagine dei focolai epidemici.

=
s

Opinion EFSA. Part 1: caratterizzazione molecolare dei patogeni
per I'identificazione delle fonti (attribution modelling)

I modelli di attribuzione delle fonti hanno I'obiettivo di ricollegare gruppi di
ceppi batterici con specifici reservoir animali e/o fonti alimentari e
stimare (attribuire) il contributo delle diverse fonti nella generazione di casi
sporadici di malattia nel’'uomo

Uattribution modelling & possibile soltanto per | patogeni distribuiti
eterogeneamente nei diversi reservoir animali

Discriminazione: i metodi devono consentire un livello di discriminazione
sufficiente a stabilire un link, su base molecolare, tra gli isolati umani e le
rispettive fonti evitando un potere discriminante eccessivo che
impedirebbe di cogliere la reale esistenza di un link epidemiologico tra gli
isolati da diverse fonti (Barco et al., 2013)

¢ Unel livello di discri
opzione!

1e non & necessariamente la miglior

E necessario che i dati di caratterizzazione degli isolati siano corredati da
dati epidemiologici e che il campionamento nei reservoir animali/fonti
alimentari sia statisticamente rappresentativo (Opinion EFSA part 2)

E

SA, 2013

Capacita discriminante di un sistema si sorveglianza molecolare
in relazione al metodo e alle informazioni

Outbreak
imvestigation

attribution

Detailsal the spidara

Quitbreak

Opinion EFSA, Part 2: requisiti per 'implementazione di un
sistema di sorveglianza molecolare integrato

.

E fondamentale che i dati di sorveglianza nell’'uomo e di monitoraggio negli
animali e alimenti siano integrati in un unico database

* |l dato molecolare & la chiave per I'integrazione dei dati dalle diverse fonti
* | dati di caratterizzazione molecolare devono essere accoppiati con un set
di infor! i i i

Ir;_t_eroperab_i-l-ité
Protocolli standardizzati / armonizzati per la raccolta dei dati
microbiologici ed epidemiologici!
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Opinion EFSA, Part 2: armonizzazione

Epidemiological data Typing data

Target population

Setting selection criteria

Study population

Setting sampling criteria

_ | Collection of samples
Sampling criteria

Sample description

Detection - Isolation

Collection of isolates

Pheno-genotypic characterization

Sampling criteria
[Collection of raw typing and epi-data]
Epi data Validation

Curation — nomenclature

[ Data integration and storage ]

Integrated platform

Joint analysis and
interpretation

Opinion EFSA, Part 2: armonizzazione

Pre-analitica:

* campionamento (definizione di criteri di campionamento, unita
campionarie, popolazione in studio, descrizione del campione e
delle matrici....).

* Importanza della definizione di combinazioni prioritarie

/serbatoio/ali o da campionare

Analitica
* Scelta dei metodi di caratterizzazione molecolare in relazione al
patogeno e agli scopi
Sviluppo di SOP per la tipizzazione dei patogeni
Validazione dati (curation) e disseminazione di materiale di
riferimento
* EQA proficiency test
* Formazione e training programme

Post-analitica
« Attribuzione della nomenclatura (SOP)
« Libraries
* Format per l'archiviazione dei dati molecolari ed epidemiol.

Armonizzazione: il ruolo dei network di laboratori nazionali ed
europei di riferimento diseases in the EU
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Network of Public Health National
Reference Laboratories

Network of Vet/Food National
Reference Laboratories (Reg.EC

(Human infections) 882/2004)
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Raccolta dati di caratterizzazione molecolare degli agenti di
zoonosi a trasmissione alimentare isolati da alimenti e animali
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Technical specifications for the pilot on the collection of data on molecular
testing of food-borme pathogens from food, Teed a mimal samples'
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Raccolta dati di caratterizzazione molecolare degli agenti di
zoonosi a trasmissione alimentare isolati da alimenti e animali

I — s of Reference

1.Sviluppare e mantenere un database di caratterizzazione fenotipica e
genotipica di isolati di Salmonella, Listeria monocytogenes e STEC/VTEC

2. Sviluppare in collaborazione con ECDC ed EURL un codice di riferimento per
I"'armoni i dei p ri e della terminologia utlizzata

3. Sviluppare strumenti per 'uploading di dati di caratterizzazione molecolare
da parte degli EURL, NRLs e laboratori che effetuano attivita analitica
nell’ambito dei controlli ufficiali

4. Prevedere il coinvolgimento degli EURL validazione (curation) dei dati

5. Effettuare routinariamente I'analisi dei dati in collaborazione con ’'ECDC ed i
rispettivi EURL

6. Sviluppo di SOP per la caratterizzazione molecolare di isolati di Salmonella,
Listeria and VTEC e I'interpretazione dei risultati (procurement agli EURL)

Main title

external user extemal user

,o—— -— i —

internl user

————
|

|

| TESSy|server
|

reference type

Main title

MOLECULAR TYPING SYSTEM

NOTE: Data should be provided at result-based level
according to the Standard Sample Description version
2 (SSD2).

Attivita del’EURL per E.coli nel’lambito della preparedness del
network all’avvio della sorveglianza molecolare

» Indagine sulle attivita ed expertise disponibili presso i NRL

nell’ambito della caratterizzazione molecolare (Gennaio 2014)
» Proficiency tests (EQA) su PFGE (3 test nel periodo 2012-2014)
» Formazione in campo per gli staff degli NRLs

» Corso sull’utilizzo del software BioNumerics per la PFGE (giu
2014)
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~ Courtesy of Valentina Rizzi, EFSA e Courtesy of Valentina Rizzi, EFSA
Conclusioni

Nella sorveglianza delle MTA, la caratterizzazione fenotipica e genotipica dei
i @il pri le el di integrazione tra il settore medico e
veterinario, a supporto di un’analisi epidemiologica congiunta

Lintegrazione medico-veterinaria consente di supportare il rilevamento
tempestivo e I'indagine dei focolai epidemici di MTA mediante la generazione di
ipotesi circa le fonti epidemiche e le vie di trasmissione all’'uomo. Inoltre
consente di ottenere stime evidence-based circa il contributo delle diverse
filiere animali/alimentari nel causare malattia nell’'uomo
E perd indispensabile che i dati di caratterizzazione molecolare siano

pagnati da dati epidemiologici descrittivi robusti, di buona qualita e il
standardizzati

L'armonizzazione intersettoriale dei di di tipi ione molecolare ¢ il
requisito indispensabile per la costruzione di database di sorveglianza integrati.
La disponibilita di network di laboratorio dedicati nel settore veterinario assicura

un percorso di progressiva armonizzazione a livello UE.

In UE la sorveglianza molecolare integrata medico veterinaria per le principali
MTA sara realta a partire dal 2015, con I'avvio della fase pilota del database di
EFSA che completa la sorveglianza nel settore umano MSS
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Attivita del’EURL per E.coli nel’lambito della preparedness del
network all’avvio della sorveglianza molecolare

f=]
Indagine sulle attivita ed expertise disponibili presso i NRL
nell’ambito della caratterizzazione molecolare (Gennaio 2014)
)
35 NRLs v o

> PFGE: 27 NRLs (77%)
» 0157 MLVA: 8 NRLs (23%)
» NGS: 7NRLs (20%)

» Bionumerics software: 28 NRLs (80%)

» Other softwares: 7 NRLs (20%)

Attivita del’EURL per E.coli nel’lambito della preparedness del
network all’avvio della sorveglianza molecolare
(S
Inventory of molecular typing activities carried out by the NRLs

VTEC strains potentially available within the NRL T Ve
network - 35 NRLs - December 2013

Approx. number of strains collected per year from:
» Food: 1,300 strains
» Animals: 2,000 strains

» Environment: 3,000 strains

» Total: 6,000 strains

PFGE Proficiency testing (EQA)

Participation in proficiency tests on PFGE:
28 NRLs (80%)

PFGE Proficiency testing (EQA)

Increase in number of participants and performance

30

25
No.of 20
NRLs mExellent
15 ®Good
Fair
10 mPoor
PT3

PT1 PT2

PFGE PT rounds

Training at the EU-RL VTEC
12-13 June 2014

/Training course on the use of the software
package BioNumerics for PFGE

V12 Participants — 10 from 9 NRLs and 2 from non-EU

countries




