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Dr lan Wilson
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Food
Standards
Agency

Istituto Zooprofilattico Sperimentale PLV
Via Bologna 148
Torino
Italy
10154
Attn: Dr Lucia Decastelli

By email to: lucia decastelli@izsto. it Date: 28™ May 2021

Our  ref. FS900109a

Dear Lucia,

for Food and Feed Microbiology and Foodborne

Supply of National Reference Labaratory(s) for
Viruses for Northern Ireland (NI) - Lot 3 NRL for Coagulase positive Staphylococci (including
Staphylococcus Aureus)

Following your tender/ proposal for the supply of National Reference Laboratory(s) for Food
and Feed Microbiology and Foodborne Viruses for Northem Ireland (NI) - Lot 3 NRL for
Coagulase positive Staphylococci (including Staphylococcus Aureus) to Food Standards
Agency, we are pleased confirm our intention to award this contract to you.

The attached contract details ("Order Form"), contract conditions and the Annexes set out
the terms of the contract between Food Standards Agency for the provision of the deliverables
set out in the Order Form

We thank you for your co-operation to date and look forward to forging a successful working
relationship resulting in a smooth and successful delivery of the deliverables. Please confirm
your acceptance of the Conditions by signing and returning the Order Form. No other form of
acknowledgement will be accepted. Please remember to include the reference number above
in any future communications relating to this contract

We will then arrange for Order Form to be countersigned which will create a binding contract
between us
Yours faithfully,

FSA Procurement




Laboratorio Nazionale

# istituto zooprofilattico sperimentale pE

coagulasi positivi,
del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta

e e compreso Staphylococcus aureus

18TITUTO

FIVINIWINILS

—

|

,,,,,,,,,,,

: //)//,)/ ,/,////,/ - ////////

. . . i L'abc.)rat.orio Nazionale
. ‘ . . di legrlmento |
. . . . per gh StaﬁlOCOCChl :_),‘,"f:',"':,’f f",“',\,:‘f,'.:.‘:f,"l""\‘,::ﬁf\,,';"'”'"'”'"' R Y e L
coagulasi positivi, ‘ | 7 vt 2
] 18] compreso Staphylococcus aureus

Assegnato il 7 marzo 2007
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La Rete LNR CPS

TORINO
%

Istituto di appartenenza Referente

IZS del Mezzogiorno Proroga Yolande

IZS Sicilia Cardamone Cinzia

IZS di Puglia e Basilicata Giovanna Lasalandra

IZS dell'Abruzzo e del Molise Francesco Pomilio

IZS della Lombardia e dell’Emilia Romagna Guido Finazzi

IZS dell'Umbria e delle Marche Giuliana Blasi

IZS del Lazio e della Toscana Tatiana Bogdanova

IZS delle Venezie Lisa Barco

IZS della Sardegna Giuseppina Porqueddu

IZS del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta Adriano Daniela
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Di cosa parliamo.....

> Attivita istituzionale

> Attivita di ricerca
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Attivita istituzionale Reg 625/2017

» Conferma e quantificazione tossina

» Caratterizzazione dei ceppi

» Proficency Test annuali rete 11ZZSS

» WS annuale e eventi formativi per SSN

» Condivisione delle Procedure e formazione
> Pareri

> Gestione e convalida dei reagenti/materiali,dd
riferimento

fstil
0ol giornalsmo
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[ORIO DI RIFERIMEN]
sSTAFILOCOCCHI
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Alimenti (PCNP e MTA)

Enumerazione Stafilococchi Coagulasi Positivi Ricerca Enterotossine Stafilococciche
UNI EN ISO 6888-2:2021 ISO 19020: 2017
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Enterotossine S

Conferma Enterotossine Stafilococciche
ISO 19020: 2017

EurOpean Umon‘Reference

g = Laboratory
| for Coagulaytive Staphylococci
ELISA - LSA-INS-0
10CA202 ”
. . . ot Method of specific detection of
Enterotossine Stafilococciche LR
SEA e SED R / _ staphylococcal enterotoxins type SEA
_ € _ _ "SS5, SEEin all types of food matrices
ELISA in Alimenti Y

method after extraction.a
(-Validazione.in corso)
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- Umani

Ceppl S_ aureus - Alimentari

- Ambienti di lavorazione

Spettrometria di massa
Maldi Biotyper Sirius System

) Whole Genome Sequencing
‘ Risoluzione di focolai
Multiplex PCR rilevazione geni codificanti Rilevazione di geni di virulenza/patogenici
— ‘ Enterotossine Stafilococciche Rilevazione di caratteristiche genetiche
N 11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)

IR Biotyper

Spettrometria infrarossa a trasformata di Fourier
- Classificazione e identificazione di batteri
- Correlazione epidemiologica tra ceppi



. . . aoea Egzrlgglilam positivi,
d8| P|em0nte, LIgUI'IG e Va”e d'AOSta [ ] ]@] | compreso Staphylococcus aureus

@ stituto zooprofilattico sperimentale B

FIVINIWINILS

us }x}\"

B [|MALDI Biotyper® siri

* MBT reference library (version

;gig) 3,893 specie (664 -— g "
| . g —
* MBT Filamentous Fungi Module e
(version 2021) o e

reference spectrum library per
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Next Generation Sequencing

* NGS: sequenziamento in parallelo di frammenti del genoma batterico
* Analisi bioinformatica sequenze
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PROCEDURA OPERATIVA STANDARD

Sequenziamento e analisi genoma (WGS) di isolati batterici di Staphylococcus aureus (M.l.)

POS N° 10CA195

EDIZ./REV. PAGINA 1 DI 20 DATA:

Metodo Accreditato

Prova per il sequenziamento “whole genome” (WGS) di ceppi batterici
di S. aureus per la ricerca di correlazioni filogenetiche basate sulla
presenza di Polimorfismi a Singolo Nucleotide (SNP) all'interno del
genoma rispetto ad un genoma di riferimento
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IR Biotyper

Spettroscopia infrarossa a trasformata di Fourier

Misura dell’assorbanza alla luce infrarossa delle cellule
batteriche in sospensione

Spettro tipico (fingerprint) dell’isolato in esame

Regione dello spettro analizzata: 1300-800 cm-1
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IR Biotyper

Absorbance

Metodo rapido ( 4 ore), semplice e poco costoso

Classificazione e identificazione di batteri
(a livello di genere, specie, sierotipo/sierogruppo)

Correlazione epidemiologica tra ceppi in tempi brevissimi
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Ring Trials
Obiettivo:

Valutazione della” riproducibilita dei metodi per la ricerca di
enterotossine sstafilococciche da matrice alimentare e per la
rilevazione di geni codificanti tossine da ceppi tra i laboratori ufficiali
della rete 14.Z.2.S.S.

CIDES PCRGenCoES

Circuito Interlaboratorio per la
determinazione dei geni codificanti
enterotossine stafilococciche

Circuito Interlaboratorio per la
determinazione delle
enterotossine stafilococciche




istituto zooprofilattico sperimentale 8288 i
del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta OB08 o Sy v

rcuito Interlaboratorio per la determinazione
delle enterotossine stafilococciche

ISO 19020: 2017

- Distribuzione di campioni di Numefo i partecipani nei RT
alimenti  sperimentalmente ¥
contaminati con SEA a partire %

dal 2010 2
15-2
- Adesione di tutti gli 11ZZSS 0

51

| : 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022
201 2013 2016 2017 2019 2021 2023
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CIDES

Circuito Interlaboratorio per la determinazione delle
enterotossine stafilococciche

R
2.3
VAL G
> e N PELIOS b
AN e
pub

ISO 19020: 2017 R

Comam L
Sk soreace L 3 LRV i S
i B o - st o ot porm eaied “:ﬂ e 3\3\‘:“”\\'

-Valori di accordo sempre superiori al
giudizio «molto buono»(K-Combined >

0,81) k-combined: accordo della rete

O, : 0.96

] T | T T T T T T T T L T L]
2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
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PCRGenCoES

Circuito Interlaboratorio per la determinazione
dei geni codificanti enterotossine stafilococciche

Multiplex PCR rilevazione geni codificanti Enterotossine
Stafilococciche
11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)

Distribuzione di ceppi S. aureus incogniti + controlli
di reazione a partire dal 2016

- Condivisione delle metodiche nel Sistema Qualita
(POS10CA186, POS10CA065/POS10CA068)

- Adesioni: da un minimo di 5 a massimo di 9 e
partecipanti

e e

j%:f}g:}g:}g:gf}gi

Qoooo-  Qouoo-  goooco- Qoo qoooo- Qoo goodoe Qoo
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PCRGenCoES

Circuito Interlaboratorio per la determinazione dei geni
codificanti enterotossine stafilococciche

Multiplex PCR rilevazione geni codificanti
Enterotossine Stafilococciche
11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)

18TITUTO
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>
2
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-Valori di accordo tra «moderato» e «molto buono»

profilo sea

I
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Metodi
microbiologici Metodi

, @ Immunoenzimatici
Enumerazione @

Identificazione
UNI EN I1SO 6888- Isolamento MALDI Biotyper @
2:2021
Rilevazione ES
ISO 19020: 2017

% Identificazione e

\Q PCR profilo tossigenico guantificazione ES
POS10CA186, POS10CA065/POS10CA068

Fingerprinting
IR Biotyper %
Whole Genome Sequencing
POS10CA195
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Luglio 2017
Pazienti coinvolti:

Composizione del Pasto

37 Lavoratori 1) Insalata di pasta

23 accessi in Pronto 2) Carote bollite

Soccorso 3) Affettati vari
Sintomi:

Vomito/Nausea/Diarrea - insalata di pasta

- Tamponi orofaringei da
Operatori
- Pazienti sintomatici

Insorgenza
Circa 2 ore dopo il pasto

-VOMITING-
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Luglio 2017

Conta Stafliococcus aureus (1.5x10° UFC/g )nell’insalata di
pasta

Enterotossine rilevate nell’ insalata di pasta : POS / SEA e SED

|dentificati nei ceppi isolate da alimento, pazienti e operatori
geni ES: sea, sed, sej e ser

PFGE: concordanza genomica tra ceppi isolati da
alimento/pazienti/operatori

xin$

identificazione cluster clonale composto da
alimento/pazienti/operatori

Toxins (Basel). 2018 Dec 6,10( 1 2):523


https://doi.org/10.3390/toxins10120523
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Agosto 2019

M. persomne clhe MN. persomne chhe hanmo CoOnRSLIaIviato
hamnmno consumiato il pasto l"imsalata di pollo

Casi simtormyatici - 1A

. G0 O=spiti della RS S n. 9 Ospiti + n. 2 0SS

. 5 Anziani (pasto a domidcilio)

. 2 OS85 Casi asintomyatici : Z2

. 1 Cwuoca . 15 Ospiti

rr. 1 Adwvto-cuaoca . 5 Anwiani (pasto a domidcilio’)

. 2 Aaddetti alla cucira

59 persorne F3F persorne

Nausea/Cefalea/Vomito

Campioni

Tamponi ambientali

Alimenti . Ceppi batterici
(cucina) pp
Pasta all'olio
Insalata di poll " 1 Paziente ospedalizzato
ns 1 PoT0 con matonese 1 Spugnetta (Bancone) 1 isolato da campione di vomito
Pasta al pesto/pomodoro fresco 1 Spugnetta (Tagliere)

Verdure cotte (carote all'olio) 1 Spugnetta (Porta int. frigo) 4 Operatori

Insalata di pollo senza maionese Tamponi nasali
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Agosto 2019

-Conta CPS (UNI EN ISO 6888-2:2021)
> 1x10° UFC/g nell’insalata di pollo

- Ricerca delle ES (ISO 19020: 2017)
Non rilevate nell’insalata di pollo

[ T ] ] Lgb91‘at.orio Nazionale
0000 di Riferimento
DESE® per gli Stafilococchi
coagulasi positivi,
o8 e compreso Staphylococcus aureus
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Agosto 2019

- Ceppi identificati S. aureus da

operatore/paziente/alime ' '

o> / nto con profilo tossigenico sei,

- WGS : '

e ccl)ncordanza genomica tra ceppi e identificazione
r clonale operatore/paziente/alimento

o 10.11%

DRIG\NAL ARTICLE
us seqguence type

Investigation of a staphylococcus aure
d with food-handler

72 food poisoning outbreak associate
contamination in ltaly

1 Angelo RomMano> | Federica Giacometti® i Va|entina\ndi01 |
Zoonoses and Public Health, 70, 411-419 - 2023

| Lucia Decastelli® Pietro Luigi Devalle® | Naria

https://doi.org/10.1111/zph.13046

n elderty

Federica Sa ini
Monica Pitt]

Sergio Miagli

Abstract

On August 2019 2 staphylococcal food poisening outbreak occurred in 2

Picdmont, 1taly. The epidemiological investigation performed among the &
sons that consumed the meal ‘dentified chicken salad as the most likely source of the
outbreak. StaphyleEoCeus aureus weas isolated from a total of seven sarmples, namsly

pies (chicken salad

home in

f four PErsons
ee obtained

using sin

sforementions
that they belonged © sz Fourier transfo

morphism:
study underline:
dats for outbrealk inve:
tor the short-term epidemid

her confirms that
n source attr

~tigation and furt

logical investigation ©

pution in case of 3

5. aureus infection


https://doi.org/10.1111/zph.13046
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Pazienti coinvolti:

6 soggetti in eta pediatrica
4 accessi in Pronto
Soccorso
Sintomi:
Vomito/Nausea

Insorgenza
Circa 1-2 ore dopo il pasto

coagulasi positivi,

del Piemonte, Liguria e Valle d’Aosta i i

Luglio 2022

5 matrici alimentari

1) Panino kebab

2) Salsa ketchup

3) Maionese

4) Salsa piccante
5) Salsa allo yogurt

Ceppi isolati
-Panino Kebab

- Tamponi faringei d
Operatori
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Luglio 2022

Risultati

- Conta CPS (UNI EN ISO 6888-2:2021)
CPS > 1.5x107 UFC/g in kebab

- Ricerca delle ES (1ISO 19020: 2017)
Rilevate in kebab

- CPS identificati:
S. aureus

- ELISA specifico:
SEB (1.22 ng/g)

- Profilo tossigenico di tutti i ceppi:
seb - sep

- FTIR e WGS
correlazione tra ceppi alimentari e umani
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Luglio 2022

> Conta SCP ELEVATA (> 15.000.000 UFC/gr) nel kebab
» SE: POS / SEB Identificata e quantificata (1,22 n/g ) nel kebab
» ldentificati Gene seb e Gene sep nei ceppi di Stafilococcus aureus

> WGS e FTIR: concordanza identificazione
clouster clonale tra ceppi isolati da alimento e
operatori Bl parnogens P

Case Report
First Report of Food Poisoning Due to Staphylococcal
Enterotoxin Type B in Déner Kebab (Italy)

Angelo Romano L+ , Simona Carrella 1, Sara Rezza 1, Yacine Nia 2 . Jacques Antoine Hennekinne 2,
Daniela Manila Bianchi 17, Francesca Martucci !, Fabio Zuccon 107, Margherita Gulino 3 Carmela Di Mari 3,
Teresa Zaccaria ? and Lucia Decastelli !

Pathogens 2023, 12(9), 1139; https://doi.org/10.3390/pathogen



https://doi.org/10.3390/pathogens12091139
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del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta

Disposizioni per I'adeguamento della normativa
nazionale alle disposizioni del regolamento (UE)
2017/625....

4. Il Ministero della salute, in accordo con i Laboratori Nazionali

di riferimento o 1 Centri di referenza nazionale, sulla base

dell'evoluzione +tecnico scientifica e di particolari situazioni

epidemiologiche, individua i criterli con cul vengono selezionati gli

isolati dei microrganismi per i quali e' necessario effettuare il

sequenziamento genomico.

5. I laboratori ufficiali che isolanc i microrganismi di cui al

precedente comma 4, sottopongono a sequenziamento genomico completo i

microrganismi isolati e provvedono a inviare le relative sequenze e 1

relativi metadati al laboratorio nazionale di riferimento e al Centro

di referenza nazionale per le sequenze genomiche di microrganismi

patogeni.

Laboratorio Nazionale

per gli Stafilococchi
coagulasi positivi,
compreso Staphylococcus aureus
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Piattaforme per I'analisi dei dati genomici

a nses 4\ x STARFLOW : EURL CPS CHARACTERISATION ONLINE SERVICE

REFERENZA

? Piattaforma GenPat

GENPAT

B88® L:boratorio Nazionale
o

o0 di Riferimento =
per gli Stafilococchi -
. coagulasi positivi,

[ | J&] compreso Staphylococeus aureus
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STARFLOW

Servizio bioinformatico per I'analisi di dati NGS
e la caratterizzazione del genoma di S. aureus

EURL
European Union Reference Laboratory for anses ‘:) Inr X Q
COAGULASE POSITIVE STAPHYLOCOCCI e

STARFLOW : EURL CPS CHARACTERISATION ONLINE SERVICE

Transmission of WGS data by NRLs

» Assembly e verifica qualita .
* Assegnazione MLST L e =
 Ricerca Pattern geni Enterotossine

» Correlazione filogenetica \
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? Piattaforma GenPat

Per la raccolta e conservazione delle sequenze genomiche di microrganismi patogeni
Per I'esecuzione di analisi bioinformatiche
Per I'archiviazione e la condivisione dei risultati

al fine di migliorare la sorveglianza delle malattie infettive degli
animali anche a carattere zoonotico e tossinfezioni alimentari

Comunicazione prot. 12029 del 16/12/2021
Inserimento GenPat per conto dei laboratori della Rete con set minimo di metadati:
- data di isolamento ceppo /data prelievo
- citta di prelievo

- matrice di isolamento
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SERVER GALAXY S.I.R.1.O.

Server per |'analisi dati WGS e la caratterizzazione di S. aureus

Galaxy / S.I.R.I.O

Strumento di analisi a disposizione
dei laboratori della Rete LNR

SIRIO.

Welcome to

XII WORKSHOP NRL CPS compreso S. aureus
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Workflow disponibile per S. aureus
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Verifica qualita
Assembly genoma
Ricerca Geni Enterotossine
Correlazione filogenetica
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¢ 0 Caratterizzazione del microbiota di produzioni lattiero-casearie a latte
crudo tipiche per creare un database del microbiota con finalita di ;555’“' e
sicurezza alimentare e di promozione dei PAT §|||||I|||||||||||I

d Challenge Test su prodotti di salumeria con l'obiettivo di ridurre Fiad
Nitriti e Nitrati mediante |'utilizzo di Oli Essenziali ed Estratti Botanici \:

 Verifica della qualita microbiologica di produzioni agroalimentari
(latte, carne e formaggi ) di filiere che utilizzano per 'alimentazione
degli animali erba fresca e foraggi raccolti da prati ad elevata
biodiversita.



istituto zooprofilattico sperimentale s

1T per gl i Sta fl cchi
del Piemonte, Liguria e Valle d'Aosta B80S Corvpres Spiyion

FILONI DI RICERCA

Indagini CPS ed Enterotossine in categorie alimentari

" ‘4 Verifica dei criteri microbiologici di igiene e sicurezza
per i prodotti dell’Elicicoltura

d  Verifica dei criteri microbiologici di igiene e sicurezza
in Novel Food

J  Verifica della sicurezza degli alimenti di fonti
proteiche nuove o recentemente riproposte

: prodotti a base di insetti autorizzati

prodotti a base di proteine vegetali trasformati
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Messa a punto protocolli analitici

¥ Messa a punto di multiplex PCR per la rilevazione di geni
codificanti ES non-classiche

> ELISA quantitativo specifico per ES classiche (10CA202) & 7

~
AN
‘."A.’."‘r

» Implementazione Immunoassay per ES non-classiche
(collaborazione con EURL CPS)

» Validazione e accreditamento prova con FTIR
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y Caratterizzazione Genomica dei ceppi di S. aureus
PBanca dati di genomi di S. aureus per approfondire le
conoscenze in relazione ai ceppi circolanti sul territorio
Italiano (profilo di tossinogenesi e geni di antimicrobico
resistenza in ceppi correlati a MTA

» Studi sulla prevalenza di S. aureus nella filiera suinicola
e lattilero casaria piemontese e caratterizzazione
fenotipica e molecolare a fini epidemiologici e di
tracciabilita

» Armonizzazione dei metodi WGS per la caratterizzazione
e Iana||5| deigdatizgenomici.(collaborazione.con
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Supporto tecnico a paesi in via di sviluppo

> Miglioramento capacita diagnostica dei laboratori con $
applicazione di metodiche ISO nel settore sicurezza

alimentare

> Implementare la conoscenza della normatlva europea
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R l n g ra z I a m e n t l.... Laboratorio Nazionale

P> STAF  LNRCPS (Angelo Romano, l::: el Salococc
Fabio Zuccon, SImona Carre“a) 880 fzg?ng;igi)p;tjzf/zvyil’ococcusaureus

» Personale della SS Controllo

Alimenti

» Personale della SS Microbiologia
Comparativa Specialistica

» Ministero Salute : DGSAF e DGSAN

» Covepi IZSAM

» Referenti della rete 11ZZSS
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