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Di cosa parleremo 

Principali agenti zoonotici coinvolti nelle MTA 

  eziologia 

  malattia nell’uomo 

  fonti di trasmissione 

  Metodi di analisi: significato dell’espressione del risultato 

  





• campylobacter 

C. jejuni e C. coli   (90% delle infezioni)  
 
C. lari, C. fetus e C. upsaliensis (meno frequenti)  
 

 È un microrganismo fragile, esigente  

 Piccoli g (-)  ricurvi a spirale, non formanti spore  

 Motilità a cavatappi grazie a flagelli polari posti alle 
estremità  

 Microaerofili (10%CO2 - 5% O2)  

 Termofili (40-42°C) 

 In condizioni sfavorevoli formano VMBC (cellule 
vitali non coltivabili) 

campylobacter jejuni 
 

 Patogeno opportunista 
 Commensale di animali destinati al 

consumo umano (polli e tacchini) 
 Raggiunge l’uomo attraverso prodotti a 

base di pollo contaminati, acqua, latte non 
pastorizzato, aree di manipolazione e 
produzione di alimenti  

 Colonizza il tratto gastrointestinale 
 Ha capacità di sopravvivenza attraverso: 
 -la produzione di biofilm 
 -l’antibiotico resistenza 



Malattia nell’uomo 
• Incubazione da 1 a 7 gg 
• Sintomi solitamente leggeri o moderati: 
•  diarrea, dolori addominali, febbre, 

 mal di  testa, nausea, vomito 
• Manifestazioni più gravi nell’1% dei 

pazienti 
• Tasso di mortalità basso 
• Associata a sequele croniche 

Trasmissione 
• Consumo di acqua o latte contaminati 
• Alimenti a rischio consumati crudi 
• Carne di pollame 
• Contatti con animali infetti 
• Contagio uomo-uomo raro Clinical Microbiology Reviews July 2015 Volume 28 Number 3 



Premessa 

Procedure di microbiologia classica/tradizionali 

Vantaggi 
→ Molto più veloci (soprattutto per i 

negativi) 
→ Più economici 
→ Più sensibili 
→ Si possono analizzare molti più 

campioni contemporaneamente 
→ Procedure automatizzate 
→ Forniscono informazioni nuove 

Svantaggi 
La positività non è a seguito di isolamento 

«cascata» per i metodi di analisi, prova e diagnosi di laboratorio nel contesto di controlli ufficiali e altre attività ufficiali di cui 
all'articolo 34 regolamento (UE) 2017/625.  

Gold standard 

Metodi di biologia molecolare 
Metodi alternativi 

Metodi caratterizzazione 



• campylobacter 

Metodi colturali   ISO 10272-1: 2017 

Spettrometria di massa  MALDI-TOF MS 

Metodi molecolari RICERCA - presenza/assenza 
• metodi proprietari 

Identificazione specie 
• Metodi in house 
• Amendment 1 ISO 10272-1:2023 

Caratterizzazione ceppo:  
• caratteristiche di patogenicità 
• geni antibiotico resistenza 
• Identità tra ceppi diversi 

WGS 



esempio 





• Salmonella 

Famiglia: Enterobacteriaceae 

Genere: Salmonella 

 Bacilli Gram – 

 Asporigeni 

 Aerobi 

 Mobili (eccetto S. Gallinarum, S. Pullorum) 

 Crescono su terreni comuni (35-42°C) 

 Capaci di moltiplicarsi a T° amb 

 pH 3.8-9.5 

 Proprietà biochimiche: GLU +; LAT-; SAC-, Catalasi +, 
Ossidasi - 

 

 

Salmonellosi 

2 specie  
6 sotto specie 

Present number of serovars in each species and subspecies of Salmonella 
Supplement 2008–2010 (no. 48) to the White–Kauffmann–Le Minor scheme 

S. enterica N sierotipi 

subsp. enterica 1586 

subsp. salamae 522 

subsp. arizonae 102 

subsp. diarizonae 338 

subsp. houtenae 76 

subsp. indica 13 

S. bongori 22 

Total 2659 



Struttura antigenica 
- Antigeni somatici O 

Principali (gruppo) 

- Antigeni flagellari H 

Variazioni qualitative (fasi 1 e 2) 

Varianti monofasiche  

- Antigene Vi (di virulenza) 

       S. Typhi, S. Paratyphi C, S. Dublin 

Foods 2023, 12, 1756 

Tipizzazione sierologica 

Schema Kauffmann - White - Le 

Minor 

- Formula antigenica (O:H1:H2) 

Es. 4,5,12:i:1,2     4,5,12:f,g:- 

S. enterica subsp. enterica: specie 

+ nome proprio 

 

Esempi:   

S. (enterica subsp. enterica) Typhimurium 

(4,5,12:i:1,2) 

                S. (enterica subsp. enterica) Derby 

(4,12:f,g:-) 

                S. enterica subsp. diarizonae  

48:i:z 

                S. enterica subsp. enterica 4,12:i:- 



Infezione nell’uomo 

Forme cliniche 2 tipi diversi: 

- Febbre tifoide e paratifoide 

     (sierotipi tifoidei) 

Trasmissione diretta per via oro-fecale  

o indiretta tramite alimenti contaminati da 

soggetti malati 

 

- Forma gastroenterica 

    (sierotipi non tifoidei) 

Trasmissione per via alimentare 

Contatto diretto con animali infetti 

Trasmissione alimentare 
• Acqua  
• Alimenti a rischio: 

 uova crude (o poco cotte) e derivati 
 latte crudo e derivati (compreso il latte in 

polvere) 
 carne e derivati (specialmente se poco 

cotti) 
 salse e condimenti per insalate 
 preparati per dolci, creme 
 gelato artigianale e commerciale 
 frutta e verdura contaminate durante il 

taglio. 
 



• salmonella 

Metodi colturali   ISO 6579-1 – reg. 2073/05 

Conferma colonie: 
VITEK 
API 20E 
Spettrometria di massa  MALDI-TOF MS 
 
   Metodi molecolari RICERCA - presenza/assenza 

• metodi proprietari 

Identificazione specie (s.typhimurium/s. enteritidis) 

• Metodi in house 
• draft ISO/TS 6579-4  

“Identification of monophasic S. Typhimurium by PCR” 

 
 

Caratterizzazione ceppo:  
• Sierotipizzazione (I e II fase 

flagellare) 

• Identità tra ceppi diversi 
(PFGE) 

• Geni antibioticoresistenza WGS 



esempio 





Famiglia Enterobacteriaceae 
Genere Yersinia 

Y. pestis 
 
Y. enterocolitica 
 
Y. pseudotuberculosis 

• yersinia 

• batterio gram negativo 
• forma bastoncellare raramente di cocco 
• non sporigeno 
• mobile a 22-30 °C (flagelli peritrichi) 
• Non mobile a 37 °C anaerobico facoltativo 
• psicrofilo 
• cresce da 0°C a 44°C - optimum tra 25°C e 

30°C 
• sopporta pH da 4 a 10 - optimun a pH 4,6 
• catalasi positivo 
• tollera concentrazione di Sali del 5% 
• dose infettante minima stimata tra 104 e 106 

 

18 specie 

3 patogene per l’uomo 

yersiniosi 



Biotipo Sierotipo Patogenicità Ecologia 
Distribuzione 

geografica 

1 A 

O:4; O:5; O:6,30; O6,31; 

O:7,8; O:7,13; O:10; O:14; 

O:16; O:21; O:22; O:25; 

O:37; O:41,42; O:46; O:47; 

O:57 

+/- 
Ambiente, suino, 

alimenti, acqua, 

animali, feci umane 

ubiquitario 

1 B 
O:4,32; O:8; O:13a,13b; 

O:16; O:18; O:20; O:21; 

O:25; O:41,42 
+++ 

Suino (O:8) 

Roditori (O:8, O:21) 

US, Giappone, 

Europa 

2 O:9, O:5,27 ++ Suino, cervo Europa, US 

3 O:1.2.3, O:3, O:5.27 ++     

4 O:3 ++ 
Suino, ovino, 

pollame, animali 

domestici 

US, Canada, 

Europa, Giappone, 

Sud Africa 

5 O:2.3 ++ Ovini Europa 



Sintomi: comparsa dopo 3-7 giorni  
da lievi a gravi (rari) 

• Febbre  

• dolori addominali  

• diarrea acquosa (spesso emorragica) 

speuoappendicite (nei giovani adulti) 

forma enterica 

 Spesso autolimitante nel giro di 1-3 
settimane 

 Simile alla patologia provocata da 
salmonella 

 Generalmente ad andamento benigno 
 Può evolvere in tossicosi nei bambini al 

di sotto di 5 anni.  

sindrome della fascia iliaca destra 

 Adenite mesenterica spesso accompagnata da una infiammazione degli ultimi 
centimetri dell’ileo (ileite terminale acuta) 

 Tipica di adolescenti e dei giovani adulti 

forma setticemica con ascessi epatici (rara) 

eritemi nodosi  

 soprattutto nelle femmine oltre i quarant’anni 

artrite, miocardite, nefrite, endocardite 
 paesi scandinavi 

TERAPIA ANTIBIOTICA:  tetracicline, cloramfenicolo, gentamicina o cotrimossazolo  



Trasmissione oro-fecale (alimentare) 
 
Trasmissione uomo-uomo :rara 
Trasmissione diretta animale-uomo 
Trasmissione associata a trasfusioni 
 

Principale serbatoio asintomatico: SUINO 



Metodo microbiologico 
UNI EN ISO 10273 

Metodo biologia molecolare 
UNI CEN ISO/TS 18867 



esempio 





Escherichia coli verocitotossici (STEC) produttori di verocitotossine  o 

shiga-tossine (Stx1 e Stx2) 

Escherichia coli fanno parte della normale flora intestinale di animali e uomo 

Gli Escherichia coli 
patogeni sono 
classificabili in base al 
sito di colonizzazione 
in vari «patotipi»: 
6 diarrogeni,  
2 extraintestinali 

Croxen e Finlay, 2010 

meningite neonatale 

uropatogeni 

SEU, diarrea, diarrea emorragica  

uropatogeni 

diarrea, diarrea del viaggiatore, diarrea emorragica  

meningite neonatale, uropatogeni 



Infezione nell’uomo 

Forme 
• Intestinali   diarrea e diarrea emorragica 
• Sistemiche   sindrome emolitico uremica (SEU) 15% casi 
• Neurologiche   meningite neonatale 
• Urinarie  infezioni renali e vescicali 

 Sierogruppi >mente associati a casi di SEU 

EHEC O157:H7 + «Big Six»: •O26 •O45 •O103 •O111 •O121 •O145 
EAEC O104:H4 ricercato negli alimenti dal 2011 

  
 Subtipi di Shiga-tossine >mente associate a SEU 

Livello Geni Potenziale per: 

1 stx2a + eae o aggR D/BD/SEU 

2 stx2d D/BD/SEU 

3 stx2c + eae D/BD 

4 stx1a + eae D/BD 

D= diarrea; BD= diarrea emorragica; SEU= sindrome emolitico-uremica 



Sintomatologia 

 Incubazione 2-12 gg  

 Febbre raramente presente  

 Dolori addominali intensi, diarrea variabile 

 Progressione a diarrea emorragica  

in 1-2 gg  

 Evoluzione in SEU in 7-10 gg 

 Complicanze SEU: Insufficienza renale, 

Stroke, Convulsioni, Coma, Emorragie. 

Ipertensione arteriosa 15-20% dopo 3 anni 



Modalità di trasmissione 

 
 La principale via di trasmissione di Escherichia coli all’uomo è 

rappresentata dal consumo di alimenti e acqua contaminati da 
materiale fecale. 

 contatto diretto con animali 
infetti (fattorie didattiche, 
allevamenti, etc..) 

 contatto persona-persona 

Serbatoio: tratto gastroenterico dei ruminanti domestici (bovino, capra, 
pecora) e selvatici (cinghiale, cervo, camoscio, stambecco, etc..) 



Metodi di laboratorio per STEC negli alimenti  

ISO/TS 13136:2012 “Microbiology of food and animal feed – Real-Time 

polymerase chain reaction (PCR) – based method for the detection of 

food - borne pathogens – Horizontal method for the detection of Shiga 

toxin-producing Escherichia coli (STEC) and the determination of O157, 

O111, O26, O103 and O145 serogroups ”  

Campo d’applicazione:  
o Prodotti alimentari per l’uomo e mangimi per animali;  
o Campioni ambientali raccolti nelle aree di produzione o 

manipolazione degli alimenti;  
o Campioni ambientali nell’area di produzione primaria 



Screening PCR RT 
vtx/eae 

Esito positivo 

Isolamento ceppo 
vtx positivo 

Caratterizzazione 
ceppo 

Rilevata 
presenza 

Screening PCR RT 
vtx/eae Esito positivo 

Assenza 
isolamento ceppo 

vtx positivo 

Presenza 
presuntiva 





Classe: Bacilli     Famiglia: Listeriaceae  

-Gram positivo 

-A forma di bastoncello 

-Acapsulato  

-Aerobio e anaerobio facoltativo 

-Mobile tra i 22° C e i 28 °C (flagelli) 

-Asporigeno 

-Alotollerante (fino a 20% NaCl) 

-Psicrofilo (-1,5°- 45°C) 

- 4,3 < pH < 9,6 

- 0,90 < Aw 

-Catalasi positivo 

-Ossidasi negativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

• Listeria monocytogenes 

Listeriosi 



La malattia nell’uomo 

Forme non invasive (in soggetti 
non immunocompromessi): 

• Febbre 

• Diarrea 

• Dolori addominali 

• Mialgia 

• Mal di testa 

 

Incubazione di 6-40 h 

Sindrome autolimitante  

I sintomi scompaiono dopo 24-28 
ore senza trattamenti 
antimicrobici 

 

 

 

 

 

 

 

 

Forme invasive non perinatali (in soggetti 
immunocompromessi e anziani): 

• Meningite (26-54% dei casi) 

• Meningoencefalite 

• Romboencefalite 

• Ascessi cerebrali 

Periodo di incubazione variabile (3-70 giorni) 

Batteriemia (coinvolgimento del SNC) 

 

 

 

 

 

Forme invasive perinatali (in donne gravide e loro 
feti/neonati): 

• Nella madre febbre, tremori, emicrania e leucocitosi 

• Nel neonato infezioni, polmonite, batteriemia e 
meningite 

• Aborti (20% dei casi) e parti precoci 

 

 

 

 

 

 



Fonti di contaminazione 

Immagine tratta da: McMullen & Freitag. Molecular Medical Biology 

Vol. 2 2015, 1345-1361. Chapter 74: Listeria monocytogenes 

L. monocytogenes è un 
microorganismo ubiquitario 

 

 

 

 

 

 

  

ALIMENTI A RISCHIO: 

 READY TO EAT (pronti al 
consumo) 

• Latte crudo/non pastorizzato 

• Formaggi  

• Gelati 

• Verdure 

• Carni rosse crude 

• Insaccati e altri prodotti a base di 
carne (salsicce e wurstel) 

• Pesce 
marinato/affumicato/insalate di 
mare 

• Carni fresche di pollame 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ricerca di L.monocytogenes 
negli alimenti e nell’ambiente 

• Metodi colturali qualitativi e quantitativi 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arricchimento 

 

Isolamento 

 Test di conferma : 

-Conferma biochimica (micro o macrometodo) 

-Beta-emolisi + 

-Ramnosio + 

-Xilosio - 

 

Diluizione 

 

Conta 

 

• Metodi rapidi certificati e validati di detection basati su protocolli di Real Time PCR e 
saggi immunologici (ELFA) per lo screening rapido dei negativi 



Tipizzazione di L.monocytogenes 

METODICHE TRADIZIONALI 

• Identificazione sierologica: 

-Basata sulla caratterizzazione degli antigeni 
somatici (O) e flagellari (H) 

-13 sierotipi noti 

• Elettroforesi su gel in campo pulsato (PFGE) 

• MLVA 

 

 

 

METODICHE ATTUALI 

• Sierogruppo molecolare (multiplex PCR) 

• Sequenziamento dell’intero genoma (WGS)  

• Next Generation Sequencing (NGS) per: 

SNP analysis 

MLST (Clonal complex e Lineage) 

cgMLST (individuazione dei cluster epidemici) 

wgMLST 

 

 

 

 

 

APPLICAZIONI delle analisi di genomica: 

•Attività di sorveglianza (individuazione di focolai) 

•Indagini epidemiologiche correlate a MTA 
(attribuzione delle fonti) 

•Valutazione dei geni della 
virulenza/persistenza/tolleranza ai biocidi 

•Analisi filogenetiche 

 

 

 



esempio 



Virus 
trasmessi  

con gli alimenti  
e le acque 



 Famiglia Caliciviridae  

 Privi di involucro esterno 

 Capside icosaedrico con depressioni superficiali a forma 
di calice  

 Singolo filamento di RNA (ssRNA) a polarità positiva ( 
~7,5 Kb)  

 

 Famiglia Picornaviridae 

 Privi di involucro esterno 

 Piccole dimensioni  

 Singolo filamento di RNA (ssRNA) a polarità 
positiva  (~7,5 Kb)  

 

 Famiglia Caliciviridae , genere herpesvirus 

 Privi di involucro esterno 

 Capside icosaedrico  

 Singolo filamento di RNA (ssRNA) a polarità 
positiva (~7 Kb)  

 



Malattia nell’uomo 

Norovirus (virus Norwalk) 
Causa gastroenterite: diarrea, vomito incoercibile, dolori addominali 
Esordio acuto dopo 12-72 ore d’incubazione 
Si risolve in circa 48 ore 

Epatite A (HAV) 
Causa grave infiammazione epatica: astenia, febbre, 
inappetenza, nausea, cefalea, mialgia, dolore addominale, 
ittero. 
Compare dopo 2-7 settimane dal contagio 
Regredisce spontaneamente dopo circa 2 mesi 

Epatite E (HEV) 
 Malattia acuta spesso anitterica e autolimitante, molto simile 
all’epatite A.  
In casi rari l’epatite E può risultare in una forma fulminante fino al 
decesso 



Vie di trasmissione: 
 
☞Contatto diretto uomo-uomo 

☞Operatori a contatto con il cibo 

☞Consumo d’acqua contaminata 
(trasmissione diretta) 

☞Consumo di alimenti irrigati o lavati 
con acque contaminate (trasmissione 
indiretta) 

☞Contaminazione degli alimenti in 
qualsiasi punto della filiera alimentare 
(dai punti di raccolta alla tavola) 

Alimenti associati a malattie virali 
 
 

    

MOLLUSCHI 

FRUTTA E VERDURA CRUDA 

HAV 
NoV 

Carne di SUINO/CINGHIALE HEV 



Microbiology of food and animal 
feed – Horizontal method for 
determination of hepatitis A virus 
and norovirus in food using real-
time RT-PCR 
Part 2:  
Method for qualitative detection 

ISO/TS 15216-2:2017 

First edition 2013-05-01 



Esito incoclusivo: 
Per eff. di estrazione inferiore 1% 
Per eff. di amplificazione non accettabile  

esempio 



Concludendo... 

Principali agenti (batterici) eziologici delle MTA 
⁻  campylobacter 

 Salmonella 
 Yersinia 

 STEC 
• Listeria 

Focus sui metodi di diagnosi  
•  tradizionali 

•  molecolari 

Virus a trasmissione alimentare 
• HAV 

 HEV 
 Norovirus  




