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Accertamenti analitici possibili 

- Batteri 

 

 

 

 

 

- Virus 

‣ Salmonella enterica 

‣ Listeria monocytogenes 

‣ Campylobacter termofili 

‣ VTEC 

‣ Staphilococcus aureus 

‣ Yersinia enterocolitica 

‣ Chromobacter sakazakii 

‣ Clostridi solfitoriduttori 

‣ Clostridium botulinum 

‣ Bacillus cereus 

 ‣ Norovirus 

‣ HAV 

‣ HEV 

‣ Rotavirus 

‣ Enterovirus 
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Accertamenti analitici possibili 

- Parassiti 

 

 

 

 

- Tossine 

 

 

 

- Allergeni 

‣ Criptosporidi 

‣ Giardia lamblia 

‣ Toxoplasma gondii 

‣ Trichinella 

‣ Anisakis 

‣ Sarcosporidi 

‣ Cisticerchi 

‣ Echinococco 

‣ glutine 

‣ Proteine dell’uovo 

‣ Beta-lattoglobuline 

‣ Enterotossine stafilococciche 

‣ Tossine botuliniche 

‣ Biotossine algali (lungo elenco …) 

‣ (histamina) 
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Il sistema Enternet nazionale: 
 

• La rete di sorveglianza Enternet Italia è coordinata ISS 

• È costituita da 20 laboratori del SSN, Istituti Universitari, 

IIZZSS, ARPA.  

• Dal 2008 Enternet è stato incorporato nel sistema di 

sorveglianza europeo per le Food- and Waterborne Diseases 

(FWD) coordinato dall’ECDC 

• I dati raccolti attraverso Enternet Italia vengono regolarmente 

inviati all’ECDC attraverso il sistema TESSy (The European 

Surveillance System). 
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Il sistema Enternet nazionale: 
 

Il programma Enternet Italia è articolato su diverse reti di 

sorveglianza in accordo con le priorità individuate dall’ECDC che 

riguardano infezioni da:  

• Salmonella 

• E. coli O157 ed altri E.coli produttori di Vero-citotossina (VTEC) 

•  Campylobacter 

• Listeria monocytogenes  

• Shigella 

• Yersinia 
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Obiettivi del sistema Enternet nazionale: 
 

• descrivere la frequenza dei sierotipi e di altre caratteristiche 

(fagotipi, tossinotipi, pulsotipi, etc...) dei batteri enteropatogeni 

• riconoscere tempestivamente eventi epidemici sul territorio 

nazionale anche basandosi sulla tipizzazione dei ceppi isolati 

• confrontare i risultati della sorveglianza nazionale con la rete 

Foodborne and Waterborne Diseases dell’ECDC 

• Identificare episodi epidemici internazionali 

• Integrare la sorveglianza umana, veterinaria e ambientale 
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Il sistema regionale: 
 

• 10 laboratori medici coinvolti tra cui 2 grandi hub 

• 1 laboratorio di riferimento regionale 

• isolati di Salmonella: 15-25/settimana  ~ 800-900/anno 

 

IZSLER – Parma dal 25 giugno 2012 lab. Enternet Emilia-Romagna 

ARPA – Forlì ha svolto la funzione fine al 2012 
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 Nuove finalità del sistema ENTERNET Emilia-Romagna 

• tipizzare in “tempo-reale” 

• genotipizzare 

• fare analisi periodica delle frequenze dei sottotipi 

• segnalare potenziali focolai 

• ampliare la gamma dei patogeni 

• Introdurre tecniche avanzate di epidemiologia molecolare 
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… a questo scopo si sono introdotte modifiche al sistema: 

 

• nuova logistica - raccolta attiva settimanale degli isolati 

• genotipizzazione sistematica - PFGE su tutti gli isolati 

 

Gel Staining

• Stain in Ethidium Bromide 
solution for 25-30 minutes
– 40 µl of 10 mg/ml stock 

solution per 400 ml

• Remove stain and de-stain 
with 

• Change water at least 
three times every 15-20 
minutes.

• As stain staining solution 
ages background may be 
observed

Background Due to Inadequate De-Staining

Gel Properly De-Stained
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Origine e caratteristiche del campione biologico 
-   Laboratorio di origine 
-   Comune o località di prelievo 
-   Identificativo del campione 

Informazione sugli stipiti di provenienza umana 
- Matrice 
- Sesso 
- Data di nascita 
- Comune di residenza 
- Eventuale ospedalizzazione 

Identificazione microbica e sensibilità agli antibiotici 
- Identificazione del patogeno 
- Tipizzazione: gruppo di appartenenza 
- Antibiogramma 

Informazioni aggiuntive da Scheda di notifica fonte umana ENTER-NET: motivo di 
esecuzione dell’esame colturale, viaggi effettuati nei 30 giorni precedenti ai sintomi, 
alimenti implicati 
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info & dati (novembre 2013): 

• 1 solo database Bionumerics condiviso in IZSLER 

• 2 laboratori attivi (PR e BS) – codifica condivisa 

• isolati nel database ~ 6100, di cui ~ 3500 umani 

• genotipi identificati ~ 1116 

• tutte le Typhimurium/monofasiche sono verificate PCR 
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Isolati /mese periodo giugno 2012- dicembre 2013 

 

Anno 2012 
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Isolati /mese periodo giugno 2012- dicembre 2013 

 

% 
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Epidemiologia molecolare 

 

- Identificazione e indagine di focolai 

- Genetica di malattia 

- Analisi evolutiva di microrganismi 
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Identificazione e indagine di focolai in  

epidemiologia molecolare 

 

- Si basa su 

• Sub-tipizzazione molecolare degli isolati ottenuti 

dai casi di malattia e dagli alimenti sospetti 

• Analisi dei sottotipi ottenuti (confronti) 

 

-  La sub-tipizzazione può essere  

• Fenotipica 

• Genotipica 
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Presupposto 

Ceppi epidemici: singola espansione clonale di un precursore 
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Le tecniche 

- RFLP 

 

 

- SEQUENZE RIPETUTE 

 

- SEQUENZIAMENTO 

 

 

- RAPD 

- MICROARRAY 

‣ PFGE 

‣ RIBOTIPIZZAZIONE 

‣ SEQUENZE DI INSERZIONE 

‣ AFLP 

‣ ERIC 

‣ VNTR (MLVA) 

‣ SPOLIGOTYPING 

‣ RNA 16S 

‣ MLST 

‣ NGS 
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Criticità 

- Potere discriminante proporzionato allo scopo 

- Riproducibilità 

- Praticità 

- Tipizzabilità  

- Diversa variabilità genetica tra patogeni 

- Stabilità dei “marcatori” genetici utilizzati 

- Interpretazione dei risultati 
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PFGE (Pulsed-Field Gel-Electrophoresis) 

- Introdotta nel 1984 

da David Schwartz  

- È ancora lo standard 
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PFGE Process

Specimen
Patient Specimen 

Collection

+

Cell

Suspension
Agarose

=

Cells Trapped

in Plug

Cell Lysis and 

Plug Washing

Restriction Electrophoresis Imaging 

Grow isolated

colony

US Dime  coin

Each gel is run with lanes 

that contain a control bacteria 

with a known standard 

pattern.  The bands in these 

lanes must line up with the 

CDC global standard in the 

computer database. Then we 

can compare our bands to 

other gels in the our lab as 

well as to gels from other 

labs.  This process is called 

normalization.

Universal Standard

Standard Bacteria Standard Bacteria Standard Bacteria
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Gel Staining

• Stain in Ethidium Bromide 
solution for 25-30 minutes
– 40 µl of 10 mg/ml stock 

solution per 400 ml

• Remove stain and de-stain 
with 

• Change water at least 
three times every 15-20 
minutes.

• As stain staining solution 
ages background may be 
observed

Background Due to Inadequate De-Staining

Gel Properly De-Stained
...  il risultato! 
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Analisi dei tracciati 
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comparison 
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Listeria monocytogenes (Apa I Asc I) 

paziente A 

paziente B 

alimento 

paziente  

alimento 
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Criticità 

 

- Criteri di Tenover per PFGE 

 

n. bande diverse interpretazione 

0 stesso focolaio 

2-3 probabile stesso focolaio 

4-6 possibile stesso focolaio 

>7 non stesso focolaio 
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PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

Vantaggi 

- “Universale”: applicata con successo a molti batteri 

- Dotata di ottimo potere discriminante 

- Abbastanza ripetibile e riproducibile 

- Vasta esperienza d’uso 

- Standard consolidato 
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PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

Svantaggi 

- Laboriosa 

- Complessa (necessaria buona competenza tecnica) 

- Non rapida 

- Risultati non standardizzabili in senso assoluto (bande) 

- Non tutti i ceppi sono tipizzabili 
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MLVA (Multi-Locus VNTR Assay) 
 

 
SE1:         AACTACC 
 

  

Se1 276                 5 RIP  
CTTTTTGTGGGACTGCTTCAACCTTTGGGCAGATATCGGAAATGAAAAAGATAGACCAGGCAACTATTCGCTATCAG

AATATCCGGTACACC AACTACC  AACTACC AACTACC AACTACC AACTACC AACAAATCATTTAGTCGATGGTC 

TCGTTGCCATTGGTTCATAGAGTGTTGGTCTTGGTATGGATGG 

 

Se1 297                8 RIP 
CTTTTTGTGGGACtGCTTCAACCTTTGGGCAGATATCGGAAATGAAAAAGATAGACCAGGCAACTATTCGCTATCAG

AATATCCGGTACACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACA

AATCATTTAGTCGATGGTCTCGTTGCCATTGGTTCATAGAGTGTTGGTCTTGGTATGGATGG 

 

Se1 317              11 RIP 
CTTTTTGTGGGACTGCTTCAACCTTTGGGCAGATATCGGAAATGAAAAAGATAGACCAGGCAACTATTCGCTATCAG

AATATCCGGTACACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACT

ACCAACTACCAACTACCAACAAATCATTTAGTCGATGGTCTCGTTGCCATTGGTTCATAGAGTGTTGGTCTTGGTAT

GGATGG 

 

Se1 331              13 RIP 
CTTTTTGTGGGACTGCTTCAACCTTTGGGCAGATATCAGAAATGAAAAAGATAGACCACGCAACTATTCGCTATCAG

AATATCCGGTACACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACT

ACCAACTACCAACTACCAACTACCAACTACCAACAAATCATTTAGTCGATGGTCTCGTTGCCATTGGTTCATAGAG

TGTTGGTCTTGGTATGGATGG 
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MLVA (Multi-Locus VNTR Assay) 
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MLVA (Multi-Locus VNTR Assay) 



MLVA (Multi-Locus VNTR Assay) 
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Valutazione delle performance 

 
-   Indice di diversità di Simpson (probabilità di non 

incorrere in due individui dello stesso tipo) 
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n. % 

isolati dell’anno 2012 (n=924) - sierotipi vs genotipi 
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Sistema ENTERNET Emilia-Romagna 
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• Sierotipo Typhimurium Var. Monofasica 

• STYMXB.0260  14 isolati nel periodo 16/10/2012-16/11/2012 
 

3 province e 9 comuni interessati 

n. 
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• Sierotipo Muenchen 

• SXB_BS.0091  13 isolati nel periodo 12/2012-02/2013 

• 21 isolati SXB_BS.0091 nel database, altri 7 in altri 3 genotipi 
 

5 province 
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• Sierotipo Typhimurium Var. Monofasica 

• STYMXB_PR.0228  - 5 isolati in unica sezione del medesimo asilo 

• 1 caso seguito dopo 19 gg da altri 4 in una sola settimana 
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• Sierotipo Typhimurium Var. Monofasica 

• STYMXB_PR.0277  - 5 isolati in nucelo famigliare (1 decesso) 

25.01.2013-01.02.2013 

• salame casalingo positivo con identico genotipo 

• genotipo riscontrato solo 1 sola volta in precedenza 
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• STYMXB_PR.0004 - 50% casi a Modena 

• Identificata la fonte in salumificio 
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Next Generation Sequencing 
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Whole Genome Sequencing 

 



Sospetto! 

PFGE diversa 



Tutto questo è possibile grazie a: 

• Servizio di Sanità Pubblica Emilia-Romagna 

• Servizio Veterinario Emilia-Romagna 

• Rete AO e ASL regionali 

• IZSLER 

• Chiara Chiapponi 

• Marina Morganti 

• Erika Scaltriti 

• Luca Bolzoni 

• Francesca Albonico 

• Gabriele Casadei 



Domande 


