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ISO/TR 6579-3

La ISO 6579-3 e una linea guida per la sierotipizzazione di Salmonella spp basata sullo
schema KAUFFMANN WHITE — LE MINOR
Si tratta di un «Technical Report» — € 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 I'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 I'identificazione di isolati di S.
Typhimurium, S. Enteritidis, S. Virchow, S. Infantis e S. Hadar




Istituto Zooprofilattico Sperimentale I S O/T R 6 5 7 9 - 3

del Lazio e della Toscana M. Aleandri

Attualmente vengono utilizzati contemporaneamente:
* Lo schema Kauffmann-White per quanto riguarda I'elenco dei sierotipi

* Lanomenclatura di Le Minor per quanto riguarda la suddivisione in sottospecie

Genere Salmonella Schema Kauffmann-White
(Nomenclatura “Le Minor, 1987”)
. . (7Y, World Health \p)
Specie enterica \‘Mmgamzatlon Institut Pasteur

WHO Collaborating Centre for Reference

| S_ enterica SUbSp_ enterica and Research on Salmonella
Il S. enterica subsp. salamae

llla S. enterica subsp. arizonae
ANTIGENIC FORMULAE OF THE

lllb S. enterica subsp. diarizonae SALMONELLA SEROVARS

IV S.enterica subsp. houtenae 207

9th edition

VI S.enterica subsp. indica

S pe c i e bo n go ri Patrick A.D. Grimont & Francois-Xavier Weill

i N BT
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Present number of serovars in each species and subspecies 8 Taxonomy of Salmonella

8.1 General

) Approximately every 7 years, the WHO Collaﬁorating Centre for Reference and Research on Salmonella
S. enterica 2557 (Institut Pasteur, Paris) publishes an update of the “Antigenic formulae of the Salmonella serovars”,
which is the basis for assigning serovar names and formulas to isolates of Salmonella spp. At the time of

S. enterica subsp. enterica 1531 publication, the latest version of the White-Kauffmann-Le Minor scheme is that of 2007 (Reference [9]).
SRR i I 505 NOTE Supplements to the White-Kauffmann-Le Minor scheme are published in Research in Microbiology,
. enterica subsp. salamae a publication of the Institut Pasteur (formerly called Annales de I'Institut Pasteur/Microbiologie). For instance,
5 i i 99 supplement no. 47 was published in 2010 and characterises new. serovars found between 2003 and 2007
§. enterica subsp. arizonae (Reference [10]).
s 3 - [
§. enterica subsp. diarizonae 336
. ARG i Kl - Supplementi periodici (OMS e Istituto Pasteur)
S. enterica subsp. indica 13
® ;
b . 7 e o Institut Pusteqr)
SA OHgan ELSEVIER Rescarch in Microbiology 165 (2014) 526-530 e
Total (genus Salmonella) 2579 Supplement 2008—2010 (no. 48) to the White—Kauffmann—Le Minor

scheme™
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MOD 016 rev 1 del 03/05/2019

Istituto Zooprofilattico Sperimentale i
del Lazio e della Toscana M. Aleandri | Semina su agar non selettivo |
UNITA OPERATIVA COMPLESSA MICROBIOLOGIA DEGLI ALIMENTI l
POS MIC 050 NOR rev. 5 | Conferma biochimica |
SIEROTIPIZZAZIONE DI SALMONELLA SPP (SIEROAGGLUTINAZIONE) pag. 1di9 l
Reazioni tipiche per la maggior parte
di Salmonella spp. (vedere Tabella 2) i m

Purificare il ceppo

i Reazioni tipiche per la minoranza
di Salmenella gpp. (vedere Tabella 2)
-
SIEROTIPIZZAZIONE DI SALMONELLA SPP No
(SIEROAGGLUTINAZIONE) l

Agglutinare con seluzione fisiologica

Ceppo nen Saimonella

nessun ulteriore test

Rev. | Datadi | Redazione Incaricato | Verifica Responsabile della | Convalida Qualita Approvazione

emissione: Struttura prova/Responsabile Responsabile di
taratura/attiviti Struttura
5 26/04/2022 | Maria Laura De Marchis | e Sara Greco Stefano Bilei
1 i = % i i Reazione positiva: ceppo
u"L‘L ) '9{ [E: A) &w\%v /!2 ://«.d/ﬁ Reazione negativa ‘ "
¥ Fal
4 | 127112020 | Maria Lasra De Marchis | Teresa Bossh Sara Greco Stefano Bilei

Non applicabile
per agglutinazione su
vetrino

3 [2811/2009 | Maria Laura De Marchis | Teresa Bossit Sara Greeo Stefano Bl Aggluhnallomin con 32.‘3.‘1'3" polivalenti e
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POS MIC 050 NOR

Sierotipizzazione di Sa/monella 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  mmmp Vi (virulenza)

- Antigene somaticoO == Gruppo di appartenenza —SIEROTIPO

- Antigene flagellare H == | || ||| fase flagellare

—
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Sieroagglutinazione rapida Salmonella spp
Esempio:

-Poli A-67-Vi (unico)

Onnivalente (insieme di tutti i polivalenti) Poli AS.VitPoli 42.67

Antigene VI (CAPSULARE)
ot & R bebbteiey, W Polivalente H

Fattore numerico che
determina il gruppo
Es: O:4 (B) oppure 0:61

ACSRIETS[ET=N g MBIMIIREISE  L'unica Salmonella priva
di fasi flagellari e la S.
(gruppo di sierotipi) e

_ _ 1,9,12:-- 09(D1)

g\;‘s‘&g&v;u"&‘#h |
CASEeTE - Ag somatico O ( Gruppo)

< R §* .
.‘;g%’!‘ﬁeé
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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 e da considerarsi
positiva.
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Esaltazione/Inversione di fase

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

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

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

e seminare un‘ansata di coltura (pura) proveniente da TSI, NA, o da TSA

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

e 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, & necessario determinarne la mobilita per I'eventuale
conferma di Sa/monella Gallinarum (sierotipo immobile)
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Sieroagglutinazione rapida

21

N ES

A BEOADAE

i
/ -
o [ =
7 [ 6 |
OMC — 16 —» 17 —» 18 —» 28 —» 30 —» 35 —» 38
OMD — 39 —» 40 —» 41 —» 42 —> 43 —>» 44 —» 45
OME —> 47 —» 48 —» 50 —» 51 —» 52 —» 53 —> 61 —{x ] [ ]
OMF —» 54 —» 55 —» 56 —» 57 —» 58 —» 59
OMG —> 60 —» 62 —» 63 —» 65 —» 66 —» 67
* 0:1,2 serum can be used to test for the presence of the O:1 antigen —blzl
a) Somatic antigens — Possible sequential tests on polyvalent and monovalent antisera b) Flagellar antigens — Possible sequential tests on polyvalent and monovalent antisera
to detect somatic Salmonella antigens (derived from Reference [6]) [The next step in the to detect flagellar Salmonella antigens (derived from Reference [6]) [The next step in the
horizontal line is taken when the previous test shows a positii‘fe reaction (e.g. if 0:4,5 is positive, horizontal line is taken when the previous test shows a pésitive reaction. The composition of
then test for 0:5, etc.). The compesition of the polyvalent antisera as used in this scheme is the polyvalent antisera as used in this scheme is given in Table B.2.]

givenin

Test sequenziali per antigene somatico Test sequenziali per antigene flagellare
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Group 0:4 (B)
Presentation of factor 0:27 was modified. See page 8.
Type Somatic (O) antigen  Flagellar (H) antigen
Phase]  Phase2  Other

Kisangani 145112 a 12

Hessarck' 4,12]27] a 15

Fulica' 45112 a [15]

Arechavaleta 45112 a 17

Bispehjerg 14[5112 a enx

Tinda 141227 a €nZ;s

1 1451120271  a enx

Huettwilen 14,12 a 1w

Nakuru 141227 a 7,

it 1412 ]27] a 2y

Paratyphi B 145112 b 12 [PARPM |

Limete 14.12]27] b 15

i 4,12 b 15

Canada 4120271 b 16

Uppsala 141227 b 1.7

Abony 14[51.12]27] b enx

14]51.12,127] b [enx]

Wagenia 141227 b enz,

Wien 141227 b 1w

Tripoli 141227 b z

Schleissheim’ 41227 b —

Legon 1412]27] c 15

Abortusovis 412 < 16

Altendorf 412271 c 1.7

Bissau 412 ¢ enx

Jericho 141227 c engz,,

Hallfold 14,1227 < Lw

Bury 41227 < Zi

Stanley 1451120271 d 12

Eppendorf 1412127] d 15

Brezany 141227 d 16

18166

Typhimurium 14]5],12 1 L2
Lagos 14,5].12 i 1.5
Agama 4,12 1 1.6
Farsta 412 1 e,n,x
Tsevie 1412 i e.n,7Z,s
Gloucester 14,1227 1 1w
Tumodi 14,12 1 7
11 4,12.27 1 Zis

Sieroagglutinazione rapida

) orld Hesith ]
% Organization Institut Posteur
WHO Cullorating Cenlre for Refirene
and Rescarch on Salamonela

ANTIGENIC FORMULAE. OF THE
SALMONELLA SEROVARS

2007
oo

Patriek AD. Grimmant & Frangais-Xavier Weill

Scelta dell’antigene da testare guidata da:

-Tipo di matrice

-Storico (ricorrenza di determinati sierotipi)

‘ Esperienza dell’operatore
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Prove biochimiche

) ) ) ) Esempio:

Differential characters of Salmonella species and subspecies

Species S. enterica S. bongori Kiambu 14.12 7 15

Subspecies enterica salamae  arizonae  diarizonae  houtenae  indica 1 l,4 3 12 ,2? Zz 1 ,5
_Loubomo 412 Z L6

Characters Indiana 14,12 z 1,7

Dulcitol + + - - - d +

ONPG (2 h) - - + + - d + 11 4"1 2 Z 1 ’?

Malonate = + + + = = = Nettenbach 4.12 Z e.n.X

Gelatinase - + + + + + =]

Sorbitol + - + + + = + I . l'4’1 2'2? z c.nx

Growth with KON — - - — b - + Koenigstuhl 14]5].12 z enz,.

(a)

s - s o~ =  w = ; Preston 14,12 z Lw

y-glutamyltransferase ~ +% + - + + + + Entebbe 1.4.1227 Zz Z:

B-glucuronidase d d - + - d -

Mucate + + + —(70%) — + +

Salicine — - - - + - -

Lactose - - —(75%) +(75%) - d -

Lysed by phage O1 + = + = + d

Usual habitat Warm-blooded Cold-blooded animals and environment

animals

(a) = d-tartrate.
(*) = Typhimurium d, Dublin —.
+ = 90 % or more positive reactions.
90 % or more negative reactions.
different reactions given by different serovars.

d



Schematic overview for serotyping five important public-health
related Salmonella serovars

0:4 0:9 0:7 0:7 0:8
l ) ) ) l
. + + + +
) ! d ¥ 1)
(0:5- +or-) H:G or H:g Hir Hir H:z19
| l ! l {
1 + + - -
H:i l l ! l
!
H:m H:2 H:2 H:x
+
l 1 1 !
l
+ . - +
H:2
! ! 1) 1 !
. ’ 1 . 0:6 (0:64, 0:6,7 or
- H:q, H:s H:5 H:5 0:6,14,24)
1) ! !} ! L
| - - + .
| 1 | | I
| 0:46 | | |
I i | | |
| = | | |
1 1 1 J l
Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella Salmonella
ser. Typhimurium ser. Enteritidis ser. Virchow ser. Infantis ser. Hadar

Lo Zooproflaico Speimenile ——— Sj@rotipi rilevanti per la salute pubblica

Sierotipi di
Salmonella
rilevanti per
la salute

pubblica

Per i gruppi di riproduttori
Gallus gallus

Salmonella Enteritidis,

Salmonella Typhimurium, compresa la variante
monofasica con formula antigenica 1,4[5],12:1:-
Salmonella Infantis

Salmonella Virchow, Salmonella Hadar

Per i gruppi di ovaiole, polli da
carne, tacchini da riproduzione
e ingrasso

Salmonella Enteritidis
Salmonella Typhimurium, compresa la variante
monofasica con formula antigenica 1,4[5],12:1:-

SIEROTIPO
S. Typhimurium

FORMULA ANTIGENICA
1,4,[5],12::1,2 0:4(B)

S. Typhimurium monofasica 1,4,[5],12:i:- 0:4 (B)

S. Infantis
S. Enteritidis
S. Virchow

S. Hadar

6,7,14:r:1,5 0:7 (C1)
9,12:g,m:- 0:9 (D1)
6,7,14:r:1,2 0:7 (C1)
6,8:210:e,n,x 0:8 (C2-C3)
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Circuito interlaboratorio

er 'assicurazione QUi
del risultat!

Circuito interlaboratorio di Sierotipizzazione di Salmonella Spp.
Report definitivo schema AQUA SA1/SA2-22
Anno di erogazione 2022

.

@é Centro di referenza nazionale per le salmonellosi

Isttuto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie
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Partecipazione a circuiti e studi interlaboratorio

2.1 COMPOSIZIONE DEI CAMPIONI PROVA

Ai singoli partecipanti sono stati inviati 20 ceppi da sottoporre a sierotipizzazione per lo schema SA1 e 10
ceppi per lo schema SA2.

Nella tabella 1 sono riportate le formule antigeniche e il sierotipo dei ceppi inviati ai partecipanti dello schema
SA

Risultato Atteso

Camp‘ione Antigene Somatico Antigeni ciliari Sierotipo
S1 13,23 ienzis S_Jukestown
52 145,12 i STy i
S3 6,8 S. Hadar
S4 14,1227 S. Brancaster
S5 8 S. Virginia
S6 11323 S_Agbeni
S7 19,12 S. Enteritidis
S8 1,4[5],12 = VMST
S9 6714 i12 S_ Augustenborg

S10 14,12,[27] |[z13],2251 5 S. Tyresoe
S11 1 1v:1,2 S. Stendal
S12 6,8 ehl5 S. Kottbus
s13 19,12 aenzs S_Durban
S14 6,7 ehi1,2 S. Larochelle
515 6,714 r12 S. Virchow
S16 6714 y15 S_ Bareilly
S17 3,10 bre,nx S Benfica
S18 6,714 r:15 S. Infantis
S19 412,271 b1,6 S. Canada
520 3 {10}{15} rzs S Weltevreden

‘Tab. 1 - Formule antigeniche dei ceppi di Saimonella spp. utilizzati (schema di Kauffmann-White-Le Minor, 2007 &
successive modifiche ed integrazioni)

FRRLESALMONELLOS

Circuito interlaboratorio di
Sierotipizzazione di Salmonella Spp.
Schema Circuito AQUA SA1 (20 ceppi)
Frequenza annuale

(S

1sites Zooproniatiico

OBIETTIVO
——
Lo scopo del presente studio
& quello di valutare la
capacita dei laboratori

Studio interlaboratorio

di identificazione della specie/sottospecie

ppartenenza

sulla base del orofilo biochimico

DETTAGLI

Il genere Saimonella consiste di due sole specie, 5. enterica € S.
bongri. 5. enterica si divide in sei sottospecie [S. enterica subsp.
enterica, 5. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonge, 5.
enterica subsp. diarizonge, . enterica subsp. houtende, . enterica
subsp. indica).

spedie/subspecie di
appartenenza dei ceppi in
esame sulla base del loro
profilo biochimico

1 per infissione in terreno di i (Agar
Triptosio) & sono stati sottoposti alle seguenti prove biochimiche in

macrometodo:

Dulcite
incubazione a37°C£1°Ce lettura dopo 24h £ 3 edopo48h£3. La
v e B

CRN Saimanellasi
Rasponsabile dott ssa Lisa Barco
Istitute o i

dulcitolo. Se non si verifica nessun viraggio Iz reazione & negativa.

ONPG

incubazione a 37° C+1°Ce lettura dopo 28h+ 3 e dopo48h +3_ La
comparsa di una colorazione giallo intenso del terreno & indice della
presenza dell'enzima B-galattosidasi (reazione positiva). Se il terreno
rimane incolore Ia reazione & negativa

Malonato

incubazione a37°C+1°Celettura dopo 24h+ 3 edopo48h+3_ La
comparsa del viraggio da verde a blu di prussia & indice la
fermentazione del malonato. Se non si verifica nessun viraggio la
reazione & negativa.

Sorbite

incubazione 2 37" C+1°Ce lettura dopo 24h+ 3 e dope 48h +3. La
o o - :

sorbitolo. Se non si verifica nessun viraggio la reazione & negativa.

Salicina

incubazione @ 37° C£1°Ce lettura dopo 24h £ 3 e dopodh 3. La

comparsa del viraggio da viola a giallo & indice della fermentazione
- - aeio s :

Ve del'Universita 1035020 LEGNARO (PD) sooow ivenezia it SALMONELLOS!

Specie S. enterica S. bongori
Sottospecie enterica salamae arizonae | diarizonae | houtenae | indica

Dulcitolo + + - - - d

ONPG - - + + - d

Malonato - + + + - -

Sorbitolo + + + + + -

Sal - - - + -

Lattesio - - - (75%) +(75%) - d

Studio interlaboratorio
di identificazione delle
specie/sottospecie di
appartenenza sulla
base del profilo
biochimico
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Multiplex PCR for Distinguishing the Most Common Phase-1 Flagellar
Antigens of Salmonella spp.

Silvia Herrera-Leon,'* John R. MeQuiston, * Miguel A. L‘:e[& Patricia L. Fields,”
Javier Garaizar,” and M. Aurora Echeita'

Lab i \mmum‘ de la Wum‘ﬂu Ceniro 'Vuume u'(' 'rﬁ:m{nn‘(,gm Instituto de Salud Carlos 11,
28220 Majadal . Madrid, aud L Facultad de Farmacia,
Unive nm’ud del Pais Vasco, 01006 Vioria-Gasteiz, ? Spain, and Foodborme and .Umm’uui Diseases Branch, Division
of Bacterial and Mycotic Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia 30333

123 4 56 7 89 1011 12

<— 500bp.

<— 250bp.

= 100bp.

FIG. 1. Mulnpkx P(R ampllhcnlmn of Salmonella_first-phase
ell: T (. )

lane 6, serotype Brandenburg (H: e 7, mmwpc Infantis
lane 8, serotype Typhimurium (H 9, serotype Anatum (H:e,h);
lane 10, serotype Ohio (ELb); lane 11, serotype Grumpensis (H:d);
lane 12, 50-bp ladder (Amersham Biosciences).

Metodiche di supporto (laboratorio LTV)

Determinazione molecolare della prima fase flagellare di Sa/monella 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, gp,S, &mM,q,
g,9, g m,p, gm,p,s, g, m,s,t, g,s,t, m,t, m,p,t,u, f,g,s,
fg,m;t, g,z51, e g,263)

Comprende una coppia di primer specifica per
identificare il complesso gm del sierotipo
Enteritidis

Determinazione molecolare della seconda fase flagellare di Sa/monell/a spp.

M1cr0f)€mi£ g

www elsevier. com/locate/resmic

A
ELSEVIER Research in Microbiclogy 153 (2002) 107-113

Multiplex PCR-based detection and identification of the most common
Salmonella second-phase flagellar antigens

M. Aurora Echeita**, Silvia Herrera®, Javier Garaizar®, Miguel A. Usera®

2 Seccién de Entersbacterias, Servicio de Bacteriologla, Centro Nactonal de Microbiologla, Instituto de Salud Carlos I,
28220 Moadahonda, Madrid, Spatn
b a ; iay

, Universidad del Pais Vasco, 01080 Vitoria-Gasterz, Spain
Received 28 February 2001; accepted 16 October 2001
First published online 17 January 2002

Tale metodica si basa sulla differenziazione di
regioni interne del gene fliB che codificano per gli
antigeni flagellari H:Lw, 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).
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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 antigenical,4,[5],12:i:-sia davvero una variante monofasica di Sa/monella 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 puo essere ottenuta
solo attraverso un metodo molecolare (e.g. PCR)

3 PCR protocols:

1. Multiplex real-time PCR assay; Primers and probes
published by Maurischat et al. 2015, Int. Food Microbiol.
193:8-14.

2. Agarose gel-based multiplex PCR assay; Primers published
by Tennant et al. 2010 PLoS Negl. Trop. Dis. Mar
9:4(3):e621"; and EFSA 2010, EFSA Journal, 8(10), p
1826.

3. Agarose gel-based single target PCR assay; Primers
published by Maurischat et al. 2015, Int. Food Microbiol.
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Typhimurium e sua variante * Analisi di 5 regioni VNTR (STTR9, STTR6, STTR5, STTR10 e STTR3)

monofasica (S. 4,[5], 12:i:-) mediante
Multiple Locus Variable number
tandem repeat Analysis (MLVA)

Analisi rapida, utile per gli studi di outbreak

B,',ie
PDP BAT 206 € 202 1
Identificazione di Salmonella enterica
subsp. enterica sierotipo gallinarum,
biovariante gallinarum e biovariante

D;
“emby.,,
Procedura di Prova i

RILEVAZIONE DEL GENE /[PAJIN SALMONELLA
ENTERICA SIEROTIPO GALLINARUM BIOVARIANTE

2()21

PULLORUM TRAMITE PCR
pullorum mediante multiplex PCR
* Gene glgC: coinvolto nella * Gene r:paj localizzato nel
; biosintesi glicogeno, Presenza gene plasmide pSPUS1
S. Pullorum S. Gallinarum amplificato di 174 bp, * Gene immunogeno,

coinvolto nell’invasione
macrofagica, amplificato
di 740 bp

* Ruolo determinante
durante I'infezione da S.
gallinarum hiovar
pullorum

specifico della biovariante
gallinarum

¢ Gene speC: coinvolto nella
decarbossilazione ornitina,
amplificato di 252 bp,
presente in entrambe le
biovarianti
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7.4 Metodi di analisi in ambito PNCS

Metodi di analisi per I’isolamento e la sierotipizzazione

In accordo a Reg. (UE) 2019/268, per ['analisi di isolamento e sierotipizzazione possono essere utilizzati, sia
nell’ambito dell’autocontrollo aziendale che nell’ambito dei controlli ufficiali, oltre che i metodi ufficiali di
riferimento anche metodi alternativi, purché validati in conformita all” EN ISO 16140-2 (per isolamento) e a EN ISO
16140-6 (per sierotipizzazione) e accreditati dall’ente nazionale di accreditamento.

Metodi di analisi per I’isolamento
I metodi di riferimento sono 1 seguenti:
e Metodica di analisi per la rilevazione di Salmonella spp. di cui alla EN/ISO 6579-1:2017/Amd.1:2020
accreditata dall’organismo nazionale di accreditamento
e Metodo alternativo purché validato in accordo alla norma EN/ISO 16140-2 e accreditato dall’organismo
nazionale di accreditamento

I metodi di cui sopra si intendono da applicare ai campioni della produzione primaria, ovvero a tutte le matrici
previste nell’ambito del presente piano, siano esse prelevate in autocontrollo o in regime di controllo ufficiale. 1
metodi alternativi utilizzabili nell’ambito del PNCS per la rilevazione di Salmonella devono permettere di ottenere,
in caso di esito positivo, 1’isolamento del ceppo batterico, da sottoporre successivamente a sierotipizzazione.

Metodi di analisi per la sierotipizzazione
La sierotipizzazione deve essere basata sullo schema di Kauffmann-White- Le Minor.
I metodi di riferimento sono:

‘ e Metodo descritto nel documento ISO/TR 6579-3.

e Metodo alternativo purché validato in accordo alla norma EN/ISO 16140-6 e accreditato dall’organismo
nazionale di accreditamento.
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Procedura di Prova
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MEDIANTE SUSPENSION ARRAY
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PDP BAT 201
Sierotipizzazione molecolare di
Salmonella spp. mediante
suspension array

xMAP® Salmonella Serotyping
Assay Kit

Sierotipizzazione molecolare di Salmonella spp. (IZSVe)

* |dentificazione 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 (0), 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 puo essere utilizzata anche per confermare il sierotipo di un ceppo di
salmonella precedentemente identificato, in quest'ultimo caso € 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 é 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
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Tabella 8: gruppifantigeni identificati per ciascun saggic

Workflow

Saggio Gruppi/Antigeni identificati
Step 1: Extraction Gruppo O B, C1, C2, D, E, G e sierotipo Paratyphi A
DNA is extracted and quantified from a Salmonella isolate using a simple 15 minute extraction
method. a,b,c,d ] (eh)i k210, z, 229, 26, y, L.complex, v, 228,
Gruppo H EN-complex, x, z15, 1-complex, 2, 5, 6, 7,G-complex, f,
(m/g.m), (m/mt), p, s,t -1%, 251, z4-complex, and z24
AT sdf (specifico per S. Enteritidis), fljB ( controllo positive per
Step 2: Mumplex ﬂmp“ﬂcaﬂgn seconda fase ciliare H), and Vi (specifico per S. Typhi)
Multiplexed PCR with biotinylated primers is performed for each of three tests included in the
assay.
xMAP*®Salmonella Serotyping Assay™
O Group (elphabetic) * HPhase1 -+ HPhase2 - Serolype -
Step 3: Bead Hybridization and Detection B
Labeled amplicon is hybridized to the appropriate oligonucleotide probe-coupled microsphere | : _ _ : search:
mixture and labeled with SAPE reporter. - — H H
Antigenic Formula T ssp 3 B 3 {alphabetic) 3 O Antigen -4 Pn:se ] Pn;se =4 seratype E+4 Other Phases b4
18,0, I 4 B 4,12 - 2,0, Abortusequi : =
m_-.:____-_.,_,_,-_ql 1,6 I a 0 4,12 c 16 Abortusovis
dilhw | 4 B 4,12 ri lw Africana
Step 4: Data Acquisition and Analysis 16 oo B 12 i 15 Agama
The assay plate is analyzed on a Luminex 100/200™ analyzer. iléﬂfa-rﬂ-ll : : : ldill.:,lﬁ},lz f_;, (1.2 :ﬁ:n (Ree27):Recds] !
[ . » . . e,nx A z enx 21
;‘ - I: Data generated may be further analyzed via the optional Samonella Analysis Tool to determine — . QT s 22 S
1 E serotype based on the Kauffman-White-Le Minor scheme. (2,127)ik:16 L4 B [114,12,127) d % Avinde
(2,[27):1 w26 | 4 B [1],4,12,[27) Lw 26 Ayton
| 1378 : b A 142191 W 1A Léns.
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WHITE-KAUFFMANN-LE MINOR SCHEME informatico
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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’€ un appaiamento perfetto tra sonda e
target.

| prodotti di amplificazione vengono fatti ibridizzare con un supporto di
microarray (Arraytube) e visualizzati tramite lettura colorimetrica.

Un software analizza I'imagine di array e genera il risultato oggettivo.

Info.
- e vaammasen
- Count L

A Tube

el Bealide o

N ! A esult = Salmonella Welevreden (12333)
|Sample = Ref 2
IResult = Mo Salmonella E
Sample = Ref 3
Result = Sakmonella Paratyphi B v J ava [13415) |
ISWVersion = 4441
Update = 16-11-2011

- ListYersion = 2-11-2011 Wi
~ \Array = C&T Salmonella. art
Comments
A B
Figure 2: A) the CP Array Tube (AT) and B) the Check-Points Tube Reader.

Note:
Options
o The ArrayTubeTM DNA microarray platform (see figure 2) is sold under licence I™ Sendpictae drecly ave iemet comection
from Alere Technologies GmbH.

Cancel | Save (Send later]
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PFGE Pulsed Field Gel Electrophoresis WGS Whole Genome Sequencing (NGS)
=
Applicazioni del WGS su Sa/monella spp. Enterobase (Achtman et al., 2020) ¢ il database di riferimento
- Predizione in silico del profilo antigenico e del BPIETRRENE SRR SRR RN

sierotipo Es: SeqSero2 (Zhang et al., 2019) Availsble Databases

Salmonella Escherichia/Shigella Mycobacterium

» Identificazione dei geni di antibiotico resistenza e Ly
Es: ResFinder ;

« Identificazione del Sequence Type Es: MLST

 Identificazione del core genome MLST
Es: cgMLSTFinder v1.2




