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Di cosa parliamo…..

➢ Attività istituzionale

➢ Attività di ricerca

 



Attività istituzionale Reg 625/2017

➢ Conferma e quantificazione tossina
➢ Caratterizzazione dei ceppi
➢ Proficency Test annuali rete IIZZSS
➢ WS annuale e eventi formativi per SSN
➢ Condivisione delle Procedure e formazione
➢ Pareri
➢ Gestione e convalida dei reagenti/materiali di 

riferimento 

 



Alimenti (PCNP e MTA)

Enumerazione Stafilococchi Coagulasi Positivi

UNI EN ISO 6888-2:2021

Ricerca Enterotossine Stafilococciche

ISO 19020: 2017

 



Enterotossine S

 

ELISA - LSA-INS-0284

Method of specific detection of
staphylococcal enterotoxins type SEA to
SEE in all types of food matrices by ELISA
method after extraction according to the
EN ISO Standard 19020

European Union Reference 
Laboratory 

for Coagulase Positive Staphylococci 

Conferma Enterotossine Stafilococciche

ISO 19020: 2017

10CA202

Enterotossine Stafilococciche 
SEA e SED

ELISA in Alimenti 
( Validazione in corso)



Ceppi S. aureus

 

Spettrometria di massa

Maldi Biotyper Sirius System

IR Biotyper

Spettrometria infrarossa a trasformata di Fourier

- Classificazione e identificazione di batteri

- Correlazione epidemiologica tra ceppi

Multiplex PCR rilevazione geni codificanti 

Enterotossine Stafilococciche

11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)

Whole Genome Sequencing

Risoluzione di focolai

Rilevazione di geni di virulenza/patogenicità

Rilevazione di caratteristiche genetiche AMR

- Alimentari

- Umani

- Ambienti di lavorazione



• MBT reference library (version 
2021) 3,893 specie (664 
generi)

• MBT Filamentous Fungi Module 
(version 2021) 

reference spectrum library per 
247 specie

IDENTIFICAZIONE: MALDI-TOF

 



• NGS: sequenziamento in parallelo di frammenti del genoma batterico

• Analisi bioinformatica sequenze

Next Generation Sequencing 

 



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

 



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

 



IR Biotyper

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 

 



IR Biotyper

 



 

Obiettivo:

Valutazione della riproducibilità dei metodi per la ricerca di 

enterotossine stafilococciche da matrice alimentare e per la

rilevazione di geni codificanti tossine da ceppi tra i laboratori ufficiali

della rete I.I.Z.Z.S.S.

Ring Trials

PCRGenCoES
Circuito Interlaboratorio per la 

determinazione dei geni codificanti 
enterotossine stafilococciche

CIDES
Circuito Interlaboratorio per la 

determinazione delle 
enterotossine stafilococciche



 CIDES
Circuito Interlaboratorio per la determinazione 

delle enterotossine stafilococciche 

ISO 19020: 2017

- Distribuzione di campioni di 
alimenti sperimentalmente 
contaminati con SEA a partire 
dal 2010

- Adesione di tutti gli IIZZSS  



 

CIDES
Circuito Interlaboratorio per la determinazione delle 

enterotossine stafilococciche

ISO 19020: 2017
-

- Valori di accordo sempre superiori al 
giudizio «molto buono»(K-Combined > 
0,81) 



 

PCRGenCoES
Circuito Interlaboratorio per la determinazione 

dei geni codificanti enterotossine stafilococciche

- 

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

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

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

Multiplex PCR rilevazione geni codificanti Enterotossine 
Stafilococciche

11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)



 

PCRGenCoES
Circuito Interlaboratorio per la determinazione dei geni 

codificanti enterotossine stafilococciche

- Valori di accordo tra «moderato» e «molto buono»

Multiplex PCR rilevazione geni codificanti 
Enterotossine Stafilococciche

11 geni (da sea a see e ser, da seg a sej e sep)



Metodi 
microbiologici Metodi 

Immunoenzimatici

Isolamento
Enumerazione

UNI EN ISO 6888-

2:2021

Identificazione

MALDI Biotyper

Rilevazione  ES

ISO 19020: 2017

Identificazione e

 quantificazione ES

Caratterizzazione 

Fingerprinting

IR Biotyper

PCR profilo tossigenico

POS10CA186, POS10CA065/POS10CA068

Whole Genome Sequencing

POS10CA195

Indagine MTA

 



CASO «Mensa Marche»
Luglio 2017

Sintomi:

Vomito/Nausea/Diarrea

Insorgenza

Circa 2 ore dopo il pasto

Pazienti coinvolti: 

37 Lavoratori
23 accessi in Pronto 
Soccorso

Composizione del Pasto

1) Insalata di pasta
2) Carote bollite
3) Affettati vari

Ceppi isolati

- insalata di pasta
- Tamponi orofaringei da  
Operatori
- Pazienti sintomatici

 



Luglio 2017

Conta Stafliococcus aureus  (1.5x105 UFC/g  )nell’insalata di 
pasta 

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

Identificati 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

identificazione cluster clonale composto da 
alimento/pazienti/operatori

 

CASO «Mensa Marche»

https://doi.org/10.3390/toxins10120523


Sintomi: 

Nausea/Cefalea/Vomito

Campioni

CASO «RSA»
Agosto 2019

 



CASO «RSA»
Agosto 2019

 

- Conta CPS (UNI EN ISO 6888-2:2021)
 > 1x105 UFC/g nell’insalata di pollo

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



CASO «RSA»
Agosto 2019

 

- Ceppi identificati S. aureus da 
operatore/paziente/alimento con profilo tossigenico  sei, 
seg
- WGS : concordanza genomica tra ceppi e identificazione 
clouster clonale  operatore/paziente/alimento

Zoonoses and Public Health, 70, 411–419 - 2023
https://doi.org/10.1111/zph.13046

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


Sintomi:

Vomito/Nausea

Insorgenza

Circa 1-2 ore dopo il pasto

Pazienti coinvolti: 

6 soggetti in età pediatrica
4 accessi in Pronto 
Soccorso

5 matrici alimentari

1) Panino kebab 
2) Salsa ketchup
3) Maionese
4) Salsa piccante 
5) Salsa allo yogurt

 

CASO «Kebab»
Luglio 2022

Ceppi isolati

- Panino Kebab
- Tamponi  faringei da 
Operatori



 

CASO «Kebab»
Luglio 2022

Risultati

- Conta CPS (UNI EN ISO 6888-2:2021)

 CPS > 1.5x107 UFC/g in kebab

- Ricerca delle ES (ISO 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



➢ Conta SCP ELEVATA (> 15.000.000 UFC/gr) nel kebab

➢ SE: POS / SEB Identificata e quantificata (1,22 n/g ) nel kebab

➢ Identificati Gene seb e Gene sep nei ceppi di Stafilococcus aureus 

➢ WGS e FTIR:  concordanza identificazione
clouster clonale tra ceppi isolati da alimento e 
operatori

Pathogens 2023, 12(9), 1139; https://doi.org/10.3390/pathogens12091139

 

CASO «Kebab»
Luglio 2022

https://doi.org/10.3390/pathogens12091139


DECRETO LEGISLATIVO 2 febbraio 2021, n. 27  ART. 10
Disposizioni per l'adeguamento della normativa 
nazionale alle disposizioni del regolamento (UE) 
2017/625….

 



Piattaforme per l’analisi dei dati genomici

 

 



• Assembly e verifica qualità

• Assegnazione MLST

• Ricerca Pattern geni  Enterotossine

• Correlazione filogenetica

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

 



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

- città di prelievo

- matrice di isolamento

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

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

 



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

SERVER GALAXY S.I.R.I.O.

Strumento di analisi a disposizione 
dei laboratori della Rete LNR

Workflow disponibile per S. aureus

Verifica qualità

 Assembly genoma

  Ricerca Geni  Enterotossine

   Correlazione filogenetica 

 



 

FILONI DI RICERCA

Valorizzazione Prodotti Agroalimentari Tradizionali (PAT) e Challenge Test

❑  Caratterizzazione del microbiota di produzioni lattiero-casearie a latte 
crudo tipiche per creare un database del microbiota con finalità di 
sicurezza alimentare e di promozione dei PAT

❑ Challenge Test su prodotti di salumeria con l’obiettivo di ridurre 
Nitriti e Nitrati mediante l’utilizzo di Oli Essenziali ed Estratti Botanici

❑ Verifica della qualità microbiologica di produzioni agroalimentari 
(latte, carne e formaggi ) di filiere che utilizzano per l’alimentazione 
degli animali erba fresca e foraggi raccolti da prati ad elevata 
biodiversità. 



 

FILONI DI RICERCA

Indagini CPS ed Enterotossine in categorie alimentari

❑ Verifica dei criteri microbiologici di igiene e sicurezza 
per i prodotti dell’Elicicoltura

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

❑   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



 

FILONI DI RICERCA

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)

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

➢  Validazione e accreditamento prova con FTIR 



 

FILONI DI RICERCA

Caratterizzazione Genomica dei ceppi di S. aureus

➢ Banca 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 lattiiero casaria  piemontese e caratterizzazione  
fenotipica e molecolare a fini epidemiologici e di 
tracciabilità

➢ Armonizzazione dei metodi WGS per la caratterizzazione 
e l’analisi dei dati genomici (collaborazione con EURL 
CPS)



 

FILONI DI RICERCA

Supporto tecnico a paesi in via di sviluppo

➢ Miglioramento capacità diagnostica dei laboratori  con 
applicazione di metodiche ISO nel settore sicurezza 
alimentare 

➢ Implementare la conoscenza della normativa europea 
per incentivare export verso Europa 
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