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Il metodo prevede 

•  La semina del campione da 

analizzare in idonei terreni di coltura 

di arricchimento, al fine di 

incrementare il numero di cellule di 

clostridi produttori di tossine

botuliniche. 

•  L’estrazione degli acidi nucleici 

dalle colture di arricchimento, 

mediante lisi delle cellule batteriche.

• L’amplificazione degli acidi nucleici 

estratti mediante determinazione 

simultanea dei geni che codificano 

per le tossine botuliniche.



Geni per tossine tipo A, B, E, F

Geni per tossine tipo C e D

IAC:internal amplification control





La presente procedura si 

basa su protocolli di 

multiplex real-time PCR  

che utilizzano sonde “a 

idrolisi LNA™” per la 

determinazione simultanea 

dei geni che codificano per 

le tossine botuliniche, 

previa estrazione degli 

acidi nucleici dalle colture 

di arricchimento mediante 

lisi delle cellule batteriche. 



Vantaggi nuova procedura :

•PCR real time più rapida

•Identificazione di varianti dei geni 
per le tossine botuliniche
(es. mosaici CD o DC)

•Controllo di processo

Microrganismo contenente 

un gene target utilizzato per 

monitorare la reazione di 

PCR a partire dall’estrazione 

degli acidi nucleici.

C. botulinum non tossigeno (CRB collezione n. CL14 n.t.)



1) semina del campione da analizzare in idonei terreni colturali di 
arricchimento per aumentare il numero di cellule di clostridi 
produttori di tossine botuliniche, per favorire la loro 
determinazione;

2) estrazione degli acidi nucleici dalle colture di arricchimento, 
mediante lisi delle cellule batteriche;

3) amplificazione degli acidi nucleici  estratti, mediante 
determinazione simultanea dei geni che codificano per le tossine 
botuliniche secondo i due schemi di 5-plex realtime PCR sotto 
indicati:
bont/A + bont/B + bont/E + bont/F + CP;
bont/C + bont/D + bont/CD + bont/DC + CP.

PRINCIPIO DEL METODO



Tipologia di campione da sottoporre ad analisi

o Campioni alimentari

o Colture di arricchimento

o Campioni biologici (feci, tamponi rettali, lavaggi 
intestinali, contenuto gastrico, tessuti e organi 
interni)

o Campioni ambientali

o Mangimi



o    Campioni alimentariCampioni alimentari

o    Colture di arricchimentoColture di arricchimento

oCampioni fecali, tessuti ed organi interniCampioni fecali, tessuti ed organi interni

nota 1

Campioni alimentari e 
mangimi in porzione test da 

25 g

Residui di campioni alimentari 

Campioni disidratatiMiele

Se si analizzano campioni riferibili al botulismo 
animale  il terreno TPGY deve essere
sostituito dal terreno CMF . Tale terreno prima 
dell’uso deve essere pre-ridotto lasciandolo in 
condizioni di anaerobiosi per almeno 2 giorni.

Tipologia di campione da sottoporre ad analisi



Campioni alimentari e mangimi in 
porzione test da 25 g

Pesare (25 ± 2) g

+
225 ml di TPGY 
tamponato 
precedentemente 
bollito 10 min per 
eliminare 
l’ossigeno 
disciolto

1. Trattamento termico a 70°C per 10 min e raffreddare fino a TA

2. Incubare in anaerobiosi a 30° C per 24 h

3. Reincubare in anaerobiosi a 30° C per ulteriori 96 h
(4 giorni tot)

Prelevare 1 ml per 
estrazione DNA – 
PCR realtime 

4. Se dopo 4 gg NO CRESCITA MICROBICA 
(TORBIDITA’  E  PRODUZIONE GAS)

5. Incubare in anaerobiosi a 30° C per ulteriori 8 gg

Risultato

Prelevare 1 ml per 
estrazione DNA – 
PCR realtime 

Prelevare 1 ml per 
estrazione DNA – 
PCR realtime 





Diagramma di flusso
ALIMENTI

RESIDUI di ALIMENTI

SEMINA: 25 g 
in 225 ml TGPY

ANIMALI

SEMINA: 2 ml 
di sospensione 

campione/TFG in 
9 ml TGPY/CMF

Multiplex PCR real time
boNT ABEF / boNT CD  

24 h24 h

ANALISI CONCLUSA

+ VO

- VO

4 gg4 gg

ANALISI CONCLUSA

+ VO

- VO

Multiplex PCR real time
boNT ABEF / boNT CD  

ANALISI CONCLUSA

- VO
Se la coltura 
PRESENTA 
crescita 
microbica

12 gg12 gg

Multiplex PCR real time
boNT ABEF / boNT CD  

+ VO - VO



2) ESTRAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICI
� 1 ml della coltura di arricchimento da analizzare e 100 µl della sospensione di lavoro del CP

� centrifugare a 12000 x g per 5 minuti

� Lavare il pellet con 1.0 ml di acqua penta distillata 

� centrifugare nuovamente a 12000 x g per 5 min

� risospendere il pellet in 300 µl di Chelex-100  

� omogeneizzazione in vortex 

� porre in bagnomaria acqua oppure in termo blocco riscaldato alla temperatura di (56 ± 1) 
°C per 20 minuti, agitando in vortex ogni 5 minuti

� vortexare ogni provetta per 10 secondi

� incubare a (99 ± 1) °C per 8 minuti

� mettere i campioni in bagno di ghiaccio

� vortexare per almeno 10 secondi per facilitare la rottura delle cellule microbiche

� centrifugare a 12000 x g per 5 minuti

� prelevare circa 200 µl del surnatante ed utilizzarne un’aliquota come templato per la

multiplex real-time PCR



3) AMPLIFICAZIONE DEGLI ACIDI NUCLEICI
3.1) Preparazione della mix di reazione

Mastermix Qiagen Quantitect multiplex Real-Time PCR 

primers
sonde ad LNA*

MgCl2
H2O 

* Basi LNA: sono basi azotate contenenti come 
zucchero pentoso ribosio modificato. Questo permette 
un aumento della temp. di melting. Migliora l’analisi in 
PCR di genomi poveri in GC



3.2) Caricamento piastra e 
       parametri amplificazione

•Campioni
•Cntr pos bont A/bont C (fluoroforo HEX)
•Cntr pos bont B/bont D (fluoroforo FAM)
•Cntr pos bont E/bont CD (fluoroforo Cy5)
•Cntr pos bont F/bont DC (fluoroforo Alexa)
•Cntr pos CP (fluoroforo ROX)
•NTC (no template control – acqua)

PROFILO TERMICO

95 °C 15 min 1 ciclo

94 °C 30 sec
40 cicli

56 °C 90 sec





HEX positive control = cntr + bont A 
+ CP ROX

FAM positive control = cntr + bont B
+ CP ROX

Cy5 positive control = cntr + bont E

Alexa positive control = cntr + bont F
+ CP ROX

ROX positive control = cntr + CP



A
B

C
A: analisi del CP nei campioni

B: analisi di tutti i target nei campioni
C: analisi dei target nei campioni senza
    il fluoroforo ROX specifico del CP



La prova è considerata valida se:

•è presente la curva specifica del CP nei campioni
•per ogni controllo positivo è presente la relativa curva di amplificazione
•non è presente alcuna curva di amplificazione per il controllo negativo

ESPRESSIONE DEI RISULTATI (1)

La prova è considerata positiva se:

•si osserva l’incremento della fluorescenza di uno o più fluorofori con cui sono marcate le 
sonde relative a ciascun gene delle tossine botuliniche
•il valore del Ct di ciascuna sonda è minore di 35

La prova è considerata negativa se:

•nei campioni si osserva solo l’incremento della fluorescenza del fluoroforo per il CP.
•si osservano valori di Ct maggiori di 35 per uno o più fluorofori con cui sono marcate le 
sonde relative a ciascun gene delle tossine botuliniche.



Il risultato è espresso solo in termini qualitativi  ovvero di presenza o 
assenza dei geni che codificano le tossine botuliniche nel/i campione/i 
analizzato/i

ESPRESSIONE DEI RISULTATI (2)

Rilevata presenza dei geni che 
codificano per le tossine 
botuliniche nel/i campione/i 
analizzato/i (prova positiva)

TIPO A,B,E,F “positivo” o 
TIPO C,D“positivo”

In caso di positività, nel campo “Note” , sarà indicata la tossina, o le tossine, per la quale si è avuta la 
positività.

Non rilevata presenza dei geni 
che codificano per le tossine 
botuliniche nel/i campione/i 
analizzato/i (prova negativa)

TIPO A,B,E,F “negativo” o 
TIPO C,D “negativo”.



GRAZIE GRAZIE 
dell’ATTENZIONEdell’ATTENZIONE



NOTA 1: Può essere utile effettuare l’osservazione microscopica delle forme microbiche 
presenti nel campione da sottoporre ad analisi. I clostridi produttori di tossine botuliniche 
appaiono come bastoncelli sporigeni Gram positivi. Particolarmente importante risulta la 
posizione e la forma delle spore. C.botulinum appare come un bastoncello con spora 
debordante in posizione sub-terminale rispetto al corpo bastoncellare, che assume la 
forma di una racchetta da tennis. C. butyricum appare come un bastoncello con spora non 
debordante in posizione centrale rispetto al corpo bastoncellare, che assume la forma di 
una spilla da balia. C. baratii appare come un bastoncello con spora non debordante in 
posizione sub-terminale rispetto al corpo bastoncellare (Appendice n. 1 ).




