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ISO/TR 6579-3

• La ISO 6579-3 è una linea guida per la sierotipizzazione di Salmonella spp basata sullo 

schema KAUFFMANN WHITE – LE MINOR

• Si tratta di un «Technical Report» – è una linea guida non una misura prescrittiva

• E’ applicabile a tutti i ceppi puri che sono stati identificati come  Salmonella spp

attraverso prove di conferma biochimica, indipendentemente dalla fonte di 

isolamento

• Suggerisce di seguire le indicazioni riportate dal produttore degli antisieri utilizzati

• Prevede l’esecuzione di un test con soluzione fisiologica per verificare che non sia un 

ceppo autoagglutinante

• Descrizione molto generica della procedura da seguire per verificare agglutinazione 

antigeni somatici – ciliari e inversione di fase 

• Descrive nel dettaglio tutti i passaggi da eseguire per l’identificazione di isolati di S. 

Typhimurium, S. Enteritidis, S. Virchow, S. Infantis e S. Hadar



Attualmente vengono utilizzati contemporaneamente:

• Lo schema Kauffmann-White per quanto riguarda l’elenco dei sierotipi

• La nomenclatura di Le Minor per quanto riguarda la suddivisione in sottospecie

Specie enterica

I  S. enterica subsp. enterica

II   S. enterica subsp. salamae

IIIa S. enterica subsp. arizonae

IIIb S. enterica subsp. diarizonae

IV  S.enterica subsp. houtenae

VI  S.enterica subsp. indica

Specie bongori

Genere Salmonella
(Nomenclatura “Le Minor, 1987”)

Schema Kauffmann-White

ISO/TR 6579-3



Supplementi periodici (OMS e Istituto Pasteur)

ISO/TR 6579-3



POS MIC 050 NOR



POS MIC 050 NOR

Sierotipizzazione di Salmonella spp

Agglutinazione diretta su vetrino tra Antigeni somatici e flagellari con 
Antisieri specifici 

(Kauffmann-White – Antigenic Formulae of the Salmonella Serovars 2007 
9th edition)

- Antigene capsulare                      Vi  (virulenza)            

- Antigene somatico O                   Gruppo di appartenenza       SIEROTIPO    

- Antigene flagellare H                   I,II,III fase flagellare



Sieroagglutinazione rapida Salmonella spp

Onnivalente (insieme di tutti i polivalenti)

Polivalente H 

Ag somatico O ( Gruppo)

Sierotipo

Ag flagellare H I,II,III fase           
(gruppo di sierotipi) 

Antigene VI (CAPSULARE)

Esempio:

-Poli A-67-Vi (unico)

-Poli A-S-Vi+Poli 42-67

Fattore numerico che 

determina il gruppo

Es: O:4 (B) oppure O:61

L’unica Salmonella priva 

di fasi flagellari è la S. 

Gallinarum

1,9,12:-:- O9(D1)



Sieroagglutinazione rapida

Stemperare su un vetrino porta oggetto un’ansata della coltura in esame (non auto-agglutinante) ottenuta da 

NA, TSA o da TSI dopo incubazione per 18-24 ore a 34-38°C, in una goccia di siero specifico.

Oscillare delicatamente il vetrino per 5-30 secondi. In presenza di agglutinazione, la reazione è da considerarsi 

positiva.

Antigene somatico Antigene flagellare

+++ - +++ -



La tecnica dell’inversione di fase prevede le seguenti operazioni:

• versare il terreno SGM precedentemente sciolto in bagnomaria a 98°C in piastra petri
sterile 

• attendere che solidifichi quindi porre al centro della piastra 2 - 3 gocce
di siero flagellare corrispondente alla fase già tipizzata, quindi da bloccare

• seminare un’ansata di coltura (pura) proveniente da TSI, NA, o da TSA

• incubare in termostato a 34-38°C per 18-24 ore

• saggiare la coltura con i sieri per determinare l'altra fase flagellare se presente
NOTA: nel caso si riscontri un ceppo appartenente al Gruppo somatico 9,12 (D1) sul  quale 

non si evidenzia alcun antigene flagellare, è necessario determinarne la mobilità per l’eventuale 
conferma di Salmonella Gallinarum (sierotipo immobile)

Esaltazione/Inversione di fase



Sieroagglutinazione rapida

Test sequenziali per antigene somatico Test sequenziali per antigene flagellare



Scelta dell’antigene da testare guidata da:
-Tipo di matrice 
-Storico (ricorrenza di determinati sierotipi)

Esperienza dell’operatore

Sieroagglutinazione rapida



Prove biochimiche

Esempio:



Sierotipi rilevanti per la salute pubblica

SIEROTIPO             FORMULA ANTIGENICA

S. Typhimurium                         1,4,[5],12:i:1,2      O:4 (B)

S. Typhimurium  monofasica    1,4,[5],12:i:- O:4 (B)

S. Infantis                                   6,7,14:r:1,5          O:7 (C1)  

S. Enteritidis                              9,12:g,m:- O:9 (D1)

S. Virchow                                  6,7,14:r:1,2           O:7 (C1)

S. Hadar                                      6,8:z10:e,n,x        O:8 (C2-C3)    



• Circuito interlaboratorio di 

Sierotipizzazione di Salmonella Spp.

• Schema Circuito AQUA SA1 (20 ceppi)

• Frequenza annuale

Partecipazione a circuiti e studi interlaboratorio

• Studio interlaboratorio 

di identificazione delle 

specie/sottospecie di 

appartenenza sulla 

base del profilo 

biochimico
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Metodiche di supporto (laboratorio LTV) 

• Tale metodica si basa sulla differenziazione di

regioni interne del gene fliB che codificano per gli

antigeni flagellari H:l,w, H:e,n,x e H:e,n,z15 di

Salmonella spp e delle regioni interne del

complesso antigenico flagellare H:1 (H:1,2, H:1,5,

H:1,6 e H:1,7) (POS MIC 008 INT).

Determinazione molecolare della prima fase flagellare di Salmonella spp. 

• Tale metodica si basa sulla differenziazione di

regioni interne del gene fliC che codificano per gli

antigeni flagellari H:i, H:r, H:l,v, H:e,h, H:z10, H:b,

H:d di Salmonella spp e del complesso antigenico

flagellare G (g,m, g,m,s, g,m,t, g,p, g,p,s, g,m,q,

g,q, g,m,p, g,m,p,s, g,m,s,t, g,s,t, m,t, m,p,t,u, f,g,s,

f,g,m,t, g,z51, e g,z63)

• Comprende una coppia di primer specifica per

identificare il complesso g,m del sierotipo

Enteritidis

Determinazione molecolare della seconda fase flagellare di Salmonella spp. 

Determinazione molecolare del sierogruppo di Salmonella spp. 



Metodiche di supporto (IZSVe) 

ISO/CD TS 6579-4 Under development
Microbiology of the food chain — Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of 
Salmonella — Part 4: Identification of monophasic Salmonella Typhimurium (1,4,[5],12:i:-) by polymerase 
chain reaction (PCR)

E’ importante verificare che un ceppo che mostra formula antigenica1,4,[5],12:i:-sia davvero una variante monofasica di Salmonella Typhimurium(1,4,[5],12:i:1,2) 

piuttosto che una variante monofasica di altri sierotipi non-target come  S. Lagos (1,4,[5],12:i:1,5), S. Agama (4,12:i:1,6), S. Farsta (4,12:i:e,n,x), S. Tsevie 

(1,4,12:i:e,n,z15), S. Gloucester (1,4,12,27:i:l,w), o S. Tumodi (1,4,12:i:z6). La differenziazione tra questo sierotipo target e quelli non target può essere ottenuta 

solo attraverso un metodo molecolare (e.g. PCR)

Aggiornamenti dal Centro di Referenza

7 ottobre 2021 VII Incontro Annuale 

laboratori rete Enter vet



Metodiche di supporto (IZSVe) 

Aggiornamenti dal Centro di Referenza

7 ottobre 2021 VII Incontro Annuale 

laboratori rete Enter vet



Metodiche alternative



Sierotipizzazione molecolare di Salmonella spp. (IZSVe)

• Identificazione molecolare dei principali sierotipi di Salmonella spp. riferibili ai gruppi somatici B,C1,C2 D, 

E, G, incluso il sierotipo S. Paratyphi A, attraverso l'identificazione della formula antigenica completa.

• Tale tipizzazione molecolare consiste nell’esecuzione simultanea di tre saggi distinti (suspension array) per 

la determinazione dei geni codificanti per gli antigeni: somatico (O), ciliare (H) ed AT, saggio che include i 

marker genici: sdf (specifico per S. Enteritidis), fljB (specifico dei sierotipi bifasici) e Vi (specifico per S.

Typhi).

• Tuttavia, la presente procedura può essere utilizzata anche per confermare il sierotipo di un ceppo di 

salmonella precedentemente identificato, in quest'ultimo caso è possibile limitare la presente procedura 

all'esecuzione di uno o due saggi.

• La presente procedura si applica esclusivamente ai ceppi batterici riferibili a Salmonella spp. sulla base 

delle prove biochimiche precedentemente condotte.

Il metodo è di tipo qualitativo, e, nel caso in cui identifichi una formula antigenica incompleta o parziale, 

tale metodo di screening deve essere completato con il metodo microbiologico ISO 6579-3:2014 per poter 

identificare il sierotipo di appartenenza del ceppo in esame



Sierotipizzazione molecolare di Salmonella spp. (IZSVe)



Altra metodica in commercio

Principio del metodo:

• Riconoscimento di sequenze di DNA target da parte di sonde che contengono

dei codici unici (ZIP) e successiva amplificazione con primer universali.

• L’amplificazione si verifica solo se c’è un appaiamento perfetto tra sonda e 

target.

• I prodotti di amplificazione vengono fatti ibridizzare con un supporto di 

microarray (Arraytube) e visualizzati tramite lettura colorimetrica.

• Un software analizza l’imagine di array e genera il risultato oggettivo.



Metodiche di caratterizzazione genomica

PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis WGS Whole Genome Sequencing (NGS)

Applicazioni del WGS su Salmonella spp.

• Predizione in silico del profilo antigenico e del
sierotipo Es: SeqSero2 (Zhang et al., 2019)

• Identificazione dei geni di antibiotico resistenza
Es: ResFinder

• Identificazione del Sequence Type Es: MLST

• Identificazione del core genome MLST
Es: cgMLSTFinder v1.2

Enterobase (Achtman et al., 2020) è il database di riferimento


