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PREFAZIONE

I discorso sulle salmonelle fa sempre notizia tra Medici, Veterinari e Igienisti. E
non solo quando questo microbo innesca focolai di malattia nell’'uomo o negli alle-
vamenti, dove produce danni economici non trascurabili.
Si tratta infatti di un argomento abbastanza noto, eppure capace di fornire ancora
nuovi motivi d’indagine per gli Studiosi.
Per queste ragioni gli Studenti di Medicina, Veterinaria, Biologia e, soprattutto, gli
Allievi delle Scuole di Specializzazione sono tenuti nei loro Corsi ad acquisire una
conoscenza non superficiale del problema Salmonella.
Essendo la materia quanto mai legata alla conservazione del patrimonio zootecnico,
la Fondazione, sensibile agli interessi del settore sanitario ed agro-alimentare, ha
inteso dare un contributo, mettendo a disposizione il presente manuale.
Dopo un’introduzione di carattere generale, la prima parte contiene una serie di in-
formazioni per comprendere cos’¢ la tipizzazione delle salmonelle. Oltre a nozioni
che possono interessare il Microbiologo analista, si trovano capitoli rivolti al Clini-
co e all’Epidemiologo.
La seconda parte consiste in un repertorio aggiornato delle oltre duemila salmonel-
le esistenti.
Il testo ¢ completato da un’appendice con formule e indicazioni d’interesse pratico
destinata esclusivamente a chi opera in laboratorio.

A. Pecorelli
Brescia, maggio 2001






INTRODUZIONE

ALCUNE OSSERVAZIONI SULL’ ECOLOGIA
E SULLEPIDEMIOLOGIA DELLE SALMONELLE

DISTRIBUZIONE IN NATURA

Da anni ¢ universalmente accettato che le salmonelle sono ubiquitarie.

Alcune pubblicazioni, divenute storiche, come quella di Drager intitolata “Salmo-
nellosen” del 1971, hanno ampiamente convalidato, con abbondanza di dati, questa
affermazione.

Negli Stati Uniti, nel periodo 1971-78 le salmonelle sono state ritenute responsabili
del 40% dei casi di tossinfezione alimentare. Secondo vari Autori, il numero di per-
sone colpite annualmente negli Stati Uniti ¢ stimabile in circa 2.000 soggetti su
100.000 abitanti e si giudica che 1’1% degli americani sia portatore sano di salmo-
nelle.

In Europa la situazione sarebbe migliore, se si considerano reali le statistiche pub-
blicate in alcuni Stati, dove figuarno le seguenti proporzioni di persone affette da
salmonellosi ogni 100.000 abitanti: Danimarca 10, Finlandia 44, Svezia 43, Gran
Bretagna 46, Germania 83, Svizzera 4, Italia 20.

La notevole incidenza di casi ¢ comunque aggravata dal fatto che gli individui pos-
sono eliminare saltuariamente le salmonelle con le feci (e con le urine), da poche
settimane fino a due-tre mesi dopo la risoluzione della malattia clinica, in concen-
trazioni variabili fra poche unita e alcuni milioni di cellule batteriche per grammo
di materiale fecale.

La salmonellosi ¢ una zoonosi. Tuttavia attualmente si ritiene che alcuni sierotipi di
Salmonella abbiano una particolare predilezione per ospiti specifici.

Vengono chiamate “ospite-ristrette” le salmonelle typhi, paratyphi A, paratyphi C,
sendai per I’'uomo, abortus-ovis per gli ovini, typhi-suis per i suini, abortus-equi
per gli equini, gallinarum-pullorum per i volatili.

Altre salmonelle vengono definite “ospite-adattate” (S. cholerae-suis per suini ed
uomo, S. dublin per bovini, ovini ed uomo).

Contrariamente a quanto si crede comunemente, da ogni categoria di ospiti viene
isolato puntualmente un numero ristretto di sierotipi di Salmonella, di gran lunga
inferiore all’impressionante varieta esistente in natura (circa 2500 sierotipi).

Ad esempio, da una statistica riguardante i ceppi umani isolati in un anno in Italia
(PHLS, 1999) si osserva la situazione seguente:
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Analogamente, una statistica pubblicata nel Minnesota (Carlson e Coll., 2001) rela-
tiva alle salmonelle nei suini, mostra il quadro qui riportato:
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Si ritiene inoltre che la maggior parte dei sierotipi sia in grado di adattarsi all’inte-
stino di piu ospiti. In particolare, si nota che i sierotipi appartenenti alle sottospecie
II, Ia, I1Ib e IV sono frequenti soprattutto in animali a sangue freddo.
Nell’ambiente esterno, le salmonelle possono non solo resistere per parecchio tem-
po, ma anche moltiplicarsi, quando le condizioni ambientali (essenzialmente tem-
peratura, umidita, presenza di proteine) sono favorevoli.

In questo modo si spiega I’instaurarsi di un vero e proprio ciclo di diffusione, che
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porta alla contaminazione delle fonti alimentari principali per ’'uomo (carni, latte,
uova, vegetali, acqua), come raffigurato da Stellmacher (1992):
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Vie di trasmissione delle salmonelle in natura

MECCANISMI D’INFEZIONE

L’adattamento alla mucosa intestinale dell’ospite avverrebbe grazie ai seguenti

meccanismi:

a) adesivita (mediante fimbrie di tipo 1 e 3, capaci di agglutinare i globuli rossi an-
che in presenza di mannosio, prodotte da geni localizzati nel DNA batterico);

b) invasivita delle cellule epiteliali;

c) resistenza ai macrofagi mediante 1’attivita di enzimi PhoP e PhoQ, non dissimili
da quelli noti per altre Enterobacteriaceae.

Il fatto che poi, da commensali innocui, le salmonelle si trasformino in temibili pa-

togeni, dipende da altri fattori.

E’ stato scritto che gli effetti dannosi delle salmonelle si esplicano quando viene

raggiunta una certa concentrazione di cellule batteriche (o dose minima infettante,

ipotizzata tra le 100 e le 1000 cellule, secondo differenti stime di vari Autori fatte

nei riguardi di diversi stipiti) e quando I’ospite ¢ vulnerabile.

Difatti ¢ statisticamente provato che sono pil colpiti da salmonellosi, indipendente-

mente dalla specie animale, gli individui molto giovani (neonati) o molto vecchi e
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quelli immunologicamente a rischio per svariate cause (indeboliti perché ammalati
di altre malattie o convalescenti, immuno-compromessi in conseguenza di trapianti,
uso di farmaci, ecc).

Inoltre i fattori ambientali giocano senz’altro un ruolo non trascurabile, essendo
comprovato I’effetto nocivo della temperatura elevata, del grado di umidita, del so-
vraffollamento e dell’inquinamento chimico.

Si sa che le salmonelle elaborano: a) una tossina termolabile di natura proteica, si-
mile alle tossine CT del colera ed LT dell’E. coli; b) una citotossina proteica ter-
molabile prodotta dalla membrana batterica, capace di alterare la morfologia della
mucosa intestinale; c¢) un lipopolisaccaride (LPS) costituente la membrana batterica
dotato di proprieta endotossica e di resistenza alla lisi.

AZIONE PATOGENA

Pit recentemente sono stati fatti studi importanti che dimostrano un legame netto
tra azione patogena delle salmonelle e corredo genetico delle stesse. In altre parole,
solo i ceppi che possiedono determinati geni (legati al potere patogeno) sono peri-
colosi, in quanto potenzialmente in grado di provocare malattia. I ceppi che non
hanno questi geni (pur appartenendo sierologicamente allo stesso sierotipo, ad
esempio alla stessa Salmonella typhimurium) non sarebbero da considerare patoge-
ni e quindi nocivi.

E’ stata dimostrata al 100% la presenza di plasmidi responsabili della virulenza in
sierotipi di S. enteritidis, typhimurium, dublin, cholerae-suis, infantis, panama, hei-
delberg isolati da organi di animali infetti o dal sangue di pazienti, mentre analo-
ghi sierotipi provenienti da feci, alimenti o ambiente avevano solo in parte i plasmi-
di stessi. I plasmidi della virulenza dei sierotipi sopra indicati sono identici e sono
stati identificati nei geni spvR, spvA, spvB, spvC di natura proteica.

Molti Autori ritengono che nell’evoluzione delle salmonelle, avvenuta in tempi re-
lativamente vicini, questi germi possano aver acquisito larghi pezzi di DNA, per
trasmissione genetica orizzontale, da altri batteri. Tali loci genetici, chiamati “isole
di patogenicita”, in caso di avvenuta trasmissione conferirebbero alla salmonella
ospite delle specifiche proprieta di virulenza.

Per esempio, I’isola di patogenicita 1 (SPI-1), che codifica il sistema di secrezione
Inv-Spa tipo III, & responsabile dell’invasivita delle cellule epiteliali intestinali, del-
I’induzione alla secrezione di fluidi, della risposta infiammatoria.

L’isola di patogenicita 2 (SPI-2), che codifica un secondo sistema di secrezione di
tipo III (TTSS-2), influenza la virulenza sistemica in alcuni animali, favorisce la
crescita intracellulare del germe e la sua sopravvivenza nei macrofagi.

L’isola di patogenicita 5 (SPI-5) codifica diverse proteine, tra cui la SopB, respon-
sabile del sistema secretore TTSS-1, che induce I’infiammazione intestinale e la se-
crezione di fluidi.

Se alcuni geni localizzati nelle isole di patogenicita vengono distrutti, si attenua
I’enteropatogenicita della salmonella, ma non la sua patogenesi sistemica. E’ vero-
simile che altri siti del genoma, come il gene slyA, dal ruolo ancora non ben cono-
sciuto, presiedano alla patogenesi sistemica delle salmonelle.

12
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Interessanti considerazioni che derivano da queste osservazioni sono riportate in

numerose pubblicazioni.

Tra queste si cita il lavoro di Cantoni e Coll. del 1994 che sostiene in sintesi quanto

segue:

a) non si puo collegare 1’isolamento di salmonelle da un alimento alla sua pericolo-
sita;

b) non tutti i sierotipi sono virulenti per I’'uomo;

¢) esistono differenze fra sierotipo e sierotipo e, nell’ambito dello stesso sierotipo,
la virulenza ¢ determinata dalla presenza di vari fattori, tra cui i plasmidi della
virulenza, che hanno un ruolo preponderante;

d) il numero delle salmonelle presenti in un alimento ¢ fondamentale per determi-
narne la pericolosita.

PATOGENESI

Le cellule batteriche ingerite subiscono nello stomaco una riduzione attraverso un
processo di lisi che continua nell’intestino, con conseguente liberazione di endotos-
sine termolabili. Queste vengono catturate dai linfonodi e dal circolo sanguigno. Le
salmonelle che oltrepassano la barriera gastrica si moltiplicano nell’intestino e pos-
sono invadere gli organi attraverso i vasi linfatici, provocando fenomeni generaliz-
zati accompagnati da alterazioni patologiche. Negli animali le salmonelle difficil-
mente oltrepassano la barriera dei linfonodi meseraici e solo in conseguenza di er-
rori durante la macellazione (ad esempio, la rottura dell’intestino) possono conta-
minare la superficie delle carni.

Alcune salmonelle definite “ospite-ristrette” producono infezioni sistemiche gravi,
mentre I’enterite ¢ di scarsa entita o assente. Questi sierotipi (typhi, abortus-ovis,
typhi-suis, gallinarum) sembra migrino rapidamente dall’intestino verso le cellule
del sistema reticolo-endoteliale, dove si instaurano, inducendo lo stato di portatore.
La febbre tifoide dell’'uomo ¢ una malattia infettiva grave che invade il torrente cir-
colatorio, propria dei paesi meno sviluppati. Si presenta con febbre elevata debili-
tante e mal di testa, senza diarrea. Nei bambini ¢ attenuata e puo presentarsi in for-
ma febbrile aspecifica. Caratteristiche del tifo sono la bassa dose infettante (<10?
cellule), il periodo d’incubazione variabile, talvolta lungo (1-6 settimane) e lo stato
di portatore che si instaura per mesi nell’individuo dopo la guarigione clinica.

Altre salmonelle, definite “ospite-adattate” (cholerae-suis, dublin), provocano sia
I’enterite che infezioni sistemiche gravi. Raramente passano dall’animale all’'uomo
per contatto o per consumo di alimenti contaminati.

ANATOMIA PATOLOGICA

Nelle forme iperacute non si notano alterazioni; nelle forme acute le alterazioni so-
no di tipo setticemico e consistono in congestione e degenerazione del parenchima
dei grossi organi, accompagnata da comparsa di petecchie su epicardio, pleura, fe-
gato, reni, vescica e intestino; si notano anche emorragie di tipo catarrale nell’inte-
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stino e aumento di volume dei linfonodi e della milza.

Nelle forme croniche si assiste ad una serie piti ampia di lesioni, che comprende la
formazione di aree necrotiche e di granulomi in fegato, reni, milza, intestino e cisti-
fellea. Il fegato pud mostrare degenerazione grassa e in qualche caso cirrosi. La ci-
stifellea aumenta di volume, con inspessimento della parete e aumento del contenu-
to. Nell’intestino si vedono zone emorragiche di tipo difteroide-necrotizzante. I lin-
fonodi mesenterici sono ingrossati, spesso marmorizzati a macchie di colore rosso
scuro, e all’interno presentano granulomi nodosi con caseificazione centrale. La
milza puo reagire diversamente, variando da dimensioni pressoche normali fino a
un’evidente splenomegalia. Nei polmoni si puo verificare una bronco-polmonite
catarrale o una polmonite fibrinosa lobare o lobulare. Il cuore presenta emorragie a
livello del pericardio e del miocardio, con essudato sieroso o fibrinoso. Talvolta si
hanno nel cervello infiltrazioni iperemiche o vere e proprie emorragie. Al pari di
molte malattie di origine batterica, si possono avere aborti.

DIAGNOSI

Il sospetto di salmonellosi si basa su osservazioni cliniche (febbre, diarrea, enteri-
te, setticemia, aborto) ed anatomo-patologiche, che comprendono essenzialmente
tumore di milza, ipertrofia della cistifellea, lesioni necrotiche ed emorragiche inte-
stinali, petecchie su fegato e reni.

La diagnosi ¢ solamente batteriologica, attraverso 1’isolamento del germe mediante
coltura in terreni liquidi di arricchimento (es. brodo tetrationato, brodo selenito) di
porzioni di organi (fegato, milza, rene, intestino, linfonodi) o dalle feci. La semina
da materiale fecale o da tamponi rettali ¢ indicata per la ricerca dei soggetti portato-
ri asintomatici e nei casi di tossinfezione nell’'uomo. Nei polli ¢ consigliato il pre-
lievo contemporaneamente dalle tonsille cecali e dal fegato. Non viene praticata
I’emocoltura.

Per I’isolamento delle S. gallinarum-pullorum, typhi-suis, abortus-equi e abortus-
ovis (soprattutto da animali vivi clinicamente ammalati) ¢ consigliato, in parallelo
alla semina nei brodi, lo striscio diretto di organi su piastre contenenti terreni selet-
tivi solidi.

Nel caso della ricerca degli animali infetti da S. gallinarum-pullorum, abortus-equi
e abortus-ovis, esiste la possibilita dell’indagine sierologica col metodo dell’agglu-
tinazione.

Scarso seguito nella pratica ha avuto, invece, la diagnosi attraverso I’esame diretto
su organi con immunofluorescenza. Nuove prospettive sono state aperte dai cosid-
detti metodi innovativi (tipo ELISA, PCR) menzionati nel Capitolo 6.1.

CARATTERISTICHE FISICO-CHIMICHE

Considerato che le salmonelle si moltiplicano attivamente sopra i + 7 °C, ¢ evidente
che le condizioni di conservazione dei prodotti alimentari sono importantissime.
Questo germe possiede un intervallo di temperature utili alla moltiplicazione com-
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preso fra + 5,2 e + 46 °C (con qualche eccezione per i sierotipi maggiormente “ter-
motolleranti”, come ad esempio S. senftenberg). L’ optimum per lo sviluppo delle
salmonelle ¢ comunque situato fra +35 e +43 °C.

Lintervallo di pH per sviluppare ¢ limitato fra 3,8 € 9,5 (con optimum a 7,0 - 7,5).
La a,, necessaria per sopravvivere deve essere almeno 0,94.

Le salmonelle non vengono inattivate dal congelamento. Sono uccise dalla pasteu-
rizzazione e non producono tossine termoresistenti. Sono parimenti sensibili ai pit
comuni disinfettanti (alcool, mercurocromo, ipoclorito di sodio, acido fenico, for-
maldeide, iodofori, acqua ossigenata, soda) nonché a diverse sostanze ad azione an-
tibatterica (acidi organici quali lattico, acetico, propionico, nitrati, sorbato di potas-
sio, ecc).

Nonostante la comparsa del fenomeno della resistenza ai farmaci, la maggior parte
delle salmonelle & sensibile agli antibiotici genericamente efficaci sui germi gram-
negativi (vedi Capitolo 11.3).

TRASMISSIONE

L’infezione da Salmonella si trasmette principalmente per via oro-fecale e in minor
grado per via placentare o transovarica (come avviene per S. gallinarum-pullorum
e S. enteritidis nelle galline).

Gli alimenti sono quindi uno dei veicoli piu importanti nella diffusione delle sal-
monelle in natura. E’ dimostrato che gli alimenti piu frequentemente contaminati
sono quelli ad elevato contenuto proteico (carni comunque lavorate, uova sgusciate
e prodotti a base di uova, molluschi eduli) oppure quelli fisicamente pit esposti alla
contaminazione fecale (acque superficiali, latte non pasteurizzato e derivati, vegeta-
li trattati con concimi naturali, mangimi non pellettati contenenti materie prime
animali o vegetali).

TOSSINFEZIONI ALIMENTARI

Per quanto riguarda la salmonellosi nell’'uomo, il periodo d’incubazione per avere
tossinfezione ¢ di 12-24 ore; i sintomi sono diarrea, febbre, dolori addominali, tal-
volta vomito.

Le ricerche di laboratorio in questi casi vertono sulla dimostrazione del microrgani-
smo nell’alimento sospetto e nelle feci dell’ammalato.

Gli alimenti piu frequentemente coinvolti nei casi di tossinfezione sono:

1. molluschi (cozze, ostriche, ecc) pescati in acque contaminate e consumati crudi;

2. carni crude o poco cotte di bovino, equino, suino, pollo, tacchino (roast-beef, tar-
tara, carne trita, arrotolati);

. insaccati freschi di suino o equino (salsicce);

. uova di gallina o di anatra consumate crude;

. prodotti a base di uova (maionese, tiramisu, prodotti di pasticceria freschi tipo
creme, budini);

|9 I NN
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6. insalate e ripieni contenenti verdura, pollame, carni di varia provenienza, pesce,
uova;

7. latte e latticini non sottoposti a trattamento termico di pasteurizzazione, latte in
polvere, cioccolato al latte.

Gli episodi di tossinfezione hanno spesso elementi causali ricorrenti, riassumibili
in:

1) cibi ricchi di proteine; 2) cibi contaminati generalmente per scarsa igiene di pro-
duzione e di preparazione finale; 3) cibi consumati crudi o insufficientemente
cotti.

La lotta contro le salmonellosi animali e la prevenzione delle tossinfezioni alimen-
tari da salmonelle nell’'uomo sono oggetto di attenzione presso I’Organizzazione
Mondiale della Sanita (OMS), tenuto conto dell’entita del problema. Gia nel 1986
Carpenter aveva comunicato dati allarmanti circa I’incidenza delle salmonelle negli
USA, diffondendo queste percentuali di contaminazione:

carcasse bovine 74%; carcasse suine 56%; insaccati suini freschi 28%; insaccati
suini affumicati 9%.

In un documento del 1995 dell’OMS vengono stilate numerose raccomandazioni
per il futuro della patologia, dell’immunologia, della diagnostica e dell’epidemiolo-
gia, con particolare riguardo alla prevenzione delle contaminazioni da Salmonella
nelle produzioni animali. E’ stato riservato un posto speciale alla Salmonella enteri-
tidis PT4, a causa del suo ruolo divenuto preponderante nei casi di salmonellosi
umana legati alla produzione avicola.

PROFILASSI

Tra le raccomandazioni fatte per tentare di arginare le conseguenze dannose delle
salmonelle si citano le seguenti:

a) necessita di continuare a studiare i determinanti della virulenza delle salmonelle
ed i meccanismi di patogenesi dell’infezione, come pure le interazioni fra Sal-
monella e sistema immunitario dell’ospite animale allevato;

b) impegno a migliorare i vaccini attenuati e geneticamente definiti contro la sal-
monellosi;

¢) invito ad approntare metodi d’isolamento e di identificazione “rapidi”, rivolti alla
rivelazione dei geni legati alla virulenza delle salmonelle;

d) urgenza di diffondere tecniche ELISA per la sorveglianza sierologica della sal-
monellosi, capaci di distinguere gli animali vaccinati da quelli naturalmente in-
fetti.

Le misure di lotta che I’OMS indica come prioritarie sono al momento mirate:

a) al controllo dell’infezione salmonellare nei parents e grandparents dei volatili
d’allevamento, ritenendo che sensibili miglioramenti nella salubrita dei prodotti
alimentari possano essere raggiunti abbassando la pressione esercitata dall’infe-
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zione diffusa nei broilers e soprattutto nelle ovaiole;

b) al monitoraggio sierologico delle vacche da latte infette da Salmonella dublin;

c) alla garanzia di fornire agli animali dei mangimi esenti da salmonelle, almeno a
livello dei parents delle ovaiole;

d) alla maggior sensibilizzazione del pubblico sulla conservazione e manipolazione
delle materie prime dopo la raccolta o la macellazione destinate a diventare ci-
bo.

TERAPIA

Numerosi farmaci sono stati impiegati e poi sostituiti da altri pit efficaci. Tra i pri-
mi adottati si ricordano cloramfenicolo, sulfamidici, furanici. Successivamente so-
no stati usati tetracicline, aminoglicosidi (gentamicina), cefalosporine (cefalotina,
cefotaxime) e chinoloni (acido nalidixico, enrofloxacina).
Piu recentemente hanno avuto successo alcuni beta-lattamici (ampicillina, fosfomi-
cina) e fluor-chinoloni. Alcune sostanze sono rimaste nell’uso corrente come far-
maci di prima scelta (vedi Capitolo 11.3).
L’ abuso nei trattamenti antibiotici e il ricorso agli antibiotici talvolta esagerato a
scopo auxinico in zootecnia hanno inevitabilmente portato alla comparsa di feno-
meni di resistenza indotti probabilmente da mutazioni genetiche. Non a caso I’in-
cremento di ceppi multi-resistenti fra le salmonelle coincide con la comparsa dello
stesso fenomeno tra i coli.
In letteratura si trovano numerose citazioni in proposito: in Inghilterra il latte in
polvere medicato per vitelli avrebbe favorito nei bovini la selezione di S. typhimu-
rium DT204c resistenti a furazolidone e gentamicina; similmente, solo dopo 1’av-
vento dell’enrofloxacina nell’uso veterinario sarebbero comparsi i ceppi di S. typhi-
murium DT104 resistenti a ciprofloxacina ed altri fluorochinoloni. Differenti spie-
gazioni del fenomeno potrebbero risiedere nel trasferimento orizzontale di materia-
le genetico responsabile della virulenza e della resistenza (ad esempio, il gene sopE
trasferito da batteriofagi).

Sono stati descritti con una certa frequenza ceppi resistenti a tetraciclina, acido na-

lidixico, sulfametoxazolo-trimethoprim, ampicillina, cloramfenicolo ed enrofloxa-

cina. Uno dei casi piu allarmanti di multi-resistenza agli antibiotici riguarda la Sal-
monella typhimurium.

Fra i numerosi fago-tipi di typhimurium coinvolti si citano DT29 (in Inghilterra nei

bovini e nell’'uomo), DT104 (in tutto il mondo), DT204 (in Germania prevalente-

mente nei suini e nei polli) e altri ceppi ancora chiamati inizialmente *“penta-resi-

stenti” (vedi Capitolo 11.3).

Per quanto riguarda la creazione di portatori, tra gli infettivologi prevalgono alcune

idee in merito alle conseguenze del trattamento con antibiotici nell’uomo:

1) la somministrazione di antibiotici prolunga sensibilmente il periodo di elimina-
zione delle salmonelle (alcune ricerche dicono fino a 120 giorni), per cui sareb-
bero da preferire interventi sulla flora lattica intestinale che escludono il ricorso
ad antibiotici, almeno nelle gastroenteriti nell’uomo prive di complicazioni;

2) non c’¢ relazione tra eta degli ammalati e durata dell’escrezione;
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3) il periodo d’escrezione ¢ uguale negli adulti e nei giovani di eta compresa fra 5
e 14 anni;

4) sulla lunghezza media del periodo di eliminazione tra pazienti ricoverati puo in-
fluire il fenomeno della reinfezione da salmonelle in ospedale;

5) ¢ da considerare importante, ai fini della prosecuzione o della sospensione della
terapia, il controllo delle feci eseguito dopo la remissione della fase acuta.
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PARTE PRIMA

1. COLLOCAZIONE TASSONOMICA DELLE SALMONELLE

Le salmonelle sono un genere all’interno della famiglia delle Enterobacteriaceae.
Le caratteristiche biochimiche di questa famiglia sono quelle selezionate da King-
Weaver nella nota chiave diagnostica per i batteri gram-negativi sotto riportata (ta-
bella 1):

Tabella 1 - Caratteristiche biochimiche della famiglia delle Enterobacteriaceae
selezionate da King-Weaver (riportate da Carter, 1975)

FAMIGLIA O GENERE TEST O-F SVILUPPO SU OSSIDASI CATALASI MOBILITA
GLUCOSIO | MAC CON-
KEY AGAR
Enterobacteriaceae F + - + +
Yersinia F + - + -
Pseudomonas 0 + + + +
Aeromonas F + + + +
Pasteurella F - + + -
Bordetella - + + + +
Actinobacillus F - + + -
Brucella - - + + -
Haemophilus - - + - -

O = metabolismo ossidativo; F = metabolismo fermentativo.

Altri generi di interesse sanitario, appartenenti alla medesima famiglia delle Ente-
robacteriaceae, sono:

ESCHERICHIA SHIGELLA CITROBACTER KLEBSIELLA
ENTEROBACTER SERRATIA PROTEUS PROVIDENCIA

La differenziazione fra questi microrganismi avviene per via biochimica e prevede

un certo numero di prove, delle quali le piu significative sono richiamate nella ta-
bella seguente (tabella 2):

23



Tipizzare le salmonelle

Tabella 2 - Principali prove biochimiche differenziali all’interno della famiglia
delle Enterobacteriaceae

Principali caratteri diffe-
renziali Esche-| Shi- | Salmo-| Citro- | Kleb- |Entero-|Serratia|Proteus| Provi-
richia | gella | nella | bacter | siella | bacter dencia
indolo + + - - - - - + +
urea - - - d + - d + -
lisina d - + - + + + - }
decarbossilasi
beta-galattosidasi + d - + + + + - -
(ONPG)
Voges-Proskauer - - - - + + + - -
(VP)

d = comportamento variabile
Ulteriori caratteristiche biochimiche disponibili per distinguere le salmonelle sono

elencate da Kauffmann (1966) e da Buxton (1976) nella tabella 3:

Tabella 3 - Ulteriori caratteristiche biochimiche disponibili per distinguere le
salmonelle secondo Kauffmann (1966) e Buxton (1976)

Test Salmo- | Shigella Esche- Citro- | Klebsiella | Entero- | Proteus Provi-

nella richia bacter bacter dencia
Mobilita + - + + - + + +
H,.S + - - + - - + -
VP - - - - + + - -
Lattosio - - + + + + -- -
Saccarosio - - V V + + V V
Citrato (Simmons) + - - + + + \Y +

V = comportamento variabile

Per effettuare le prove biochimiche si puo ricorrere a fest biochimici miniaturizzati
disponibili in commercio oppure seminare i terreni in provetta secondo i metodi
classici.

Mentre per l’allestimento dei test miniaturizzati si rimanda alle istruzioni fornite

dalle case produttrici, per le prove tradizionali nominate nel testo i relativi terreni
e reagenti da preparare sono riportati in appendice.
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2. PRINCIPALI CARATTERISTICHE

Definizione del genere

Il genere Salmonella ¢ caratterizzato da bastoncini gram-negativi, aerobi, non spo-
rigeni, per lo pilt mobili, catalasi positivi, ossidasi negativi, prevalentemente latto-
sio e indolo negativi, che crescono sui comuni terreni anche in presenza di sali bi-
liari. Si tratta di germi sierologicamente correlati, agglutinabili da un siero poliva-
lente, data la somiglianza di struttura antigene esistente tra le specie che compon-
gono il genere.

2.1 Caratteristiche colturali

Le salmonelle crescono facilmente su terreni sintetici. Nei terreni liquidi (Brodo
nutritivo, Trypticase Soy Broth, BHI Brodo, ecc) sviluppano con intorbidamento
uniforme, raggiungendo dopo 18-24 ore d’incubazione a +37 °C una concentrazio-
ne di circa 10° batteri per ml.

Anche nei terreni liquidi d’arricchimento (Brodo selenito, Brodo tetrationato, ecc)
il grado di sviluppo ¢ buono, seppure leggermente inferiore o uguale a quello otte-
nibile in brodi non selettivi (108/10° germi per ml dopo 24 ore a +37 °C).

Su terreni solidi non selettivi, seminati in piastre di Petri, si osservano, dopo incu-
bazione a +37 °C per 24 ore, colonie rotonde, del diametro di 2-3 mm, a margine
netto, convesse, incolori, generalmente a superficie liscia, lucente (fase S) e rara-
mente a superficie opaca e ruvida (fase R). Questi aspetti corrispondono ad una va-
riazione reversibile chiamata liscia/ruvida o smooth/rough, S <> R.

In provetta, sui medesimi terreni “a becco di clarino” seminati sulla parte inclinata
(slant), la crescita si presenta sotto forma di una patina omogenea, translucida, di
consistenza cremosa e raramente con tendenza ad assumere un aspetto “filante”, se
prelevata con I’ansa. In quest’ultimo caso ¢ difficile allestire sospensioni acquose
(ad es. in soluzione fisiologica) o nei sieri diagnostici agglutinanti. Questo aspetto
corrisponde ad una variazione reversibile chiamata mucoide/non mucoide,
M <> N.

Su Agar sangue le colonie hanno dimensioni leggermente maggiori rispetto ai co-
muni terreni solidi e non presentano emolisi.

Poche salmonelle crescono stentatamente, formando colonie del diametro di 0,5 -1
mm, tendenti a rimanere tali anche dopo prolungata incubazione.

Si tratta delle cosiddette colonie “nane” (dwarf colonies), tipiche quasi esclusiva-
mente delle salmonelle piu “difficili” da coltivare (tra cui S. cholerae-suis, abortus-
equi, abortus-ovis, gallinarum-pullorum).

Il diametro delle colonie “nane” pud essere incrementato addizionando al terreno
colturale sodio tiosolfato allo 0,1 % (metodo applicabile per le sub-colture in ter-
reni non selettivi), oppure incubando per ulteriori 24 ore le piastre dei terreni di pri-
mo isolamento gia lette a 24 ore e che mostrano microcolonie sospette.

Sui terreni solidi selettivi e/o differenziali le colonie hanno diametro inferiore e co-
lorazioni diverse (tabella 10).

27



Tipizzare le salmonelle

Trattandosi di terreni contenenti sostanze inibenti, il numero di colonie formate &
inferiore di almeno una potenza decimale rispetto a terreni non selettivi presi come
paragone (es. BHI Agar), sempre dopo incubazione a +37 °C per 24 ore.

In provette di Kligler Iron Agar, seminate per striscio e successiva infissione al fon-
do del terreno, le salmonelle crescono in genere abbondantemente, mostrando uno
slant alcalino (rosso) e un fondo acido (giallo), mascherato da formazione di solfu-
ro di ferro nero (reazione H,S positiva), accompagnato spesso da bolle di gas (ori-
ginato dalla fermentazione del glucosio).

2.2 Caratteristiche biochimiche

11 profilo biochimico prevalente nel genere Salmonella ¢ il seguente (tabella 4):

Tabella 4 - Comportamento biochimico prevalente nel genere Salmonella

Reazione Risultato Reazione Risultato
produzione di indolo - idrolisi dell'urea -
rosso metile (RM) + Voges-Proskauer (VP) -
riduzione dei nitrati + fermentazione glucosio + gas +
produzione H2S + fermentazione lattosio -
fermentazione saccarosio - fermentazione salicina -
fermentazione adonite - fermentazione mannite +
fermentazione maltosio + fermentazione inosite -
fermentazione sorbite + liquefazione gelatina -
sviluppo con NHq citrato + sviluppo con KCN -

Per I’allestimento delle prove elencate si rimanda a quanto riportato sotto il punto 1.

bella 5):

OSSERVAZIONE IMPORTANTE !!

Esistono a livello di specie e di ceppo numerose varianti al profilo bio-
chimico - tipo sopra riportato, come risulta dal seguente prospetto (ta-
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Tabella 5 - Comportamento biochimico deviante di alcune salmonelle
(Kauffmann, 1966)

Test Comporta- Comporta- Ceppi con comportamento
mento tipico mento deviante deviante
Salmonella
Lattosio non fermenta |fermenta anatum, paratyphi B, sub-
genus lll (=Arizona)
Saccarosio [ non fermenta |fermenta anatum, heidelberg, horsham,
hull, muenster, oranienburg,
poona, senftenberg
Salicina non fermenta |fermenta sub-genus IV
Glucosio fermenta con | non produce paratyphi A, paratyphi B,
gas gas dalla typhimurium, derby,
fermentazione | abortus-equi, thompson,
dublin, eastbourne, anatum,
senftenberg, infantis, newport,
salford, fulica, fanti
Mannite fermenta non fermenta typhi-suis
Sorbite fermenta non fermenta o | fulica, brandenburg, napoli,
fermenta flottbek, ferlac, paratyphi A,
lentamente abortus-ovis, cholerae-suis,
typhi-suis, typhi, sendai,
gallinarum
Maltosio fermenta non fermenta typhimurium var.
copenhagen, hessarek,
fann, pharr, pullorum
fermenta newington, bljidorp,
tardivamente willemstad
Indolo non produce |produce eastbourne, panama,
thompson, javiana,
muenchen, marylebone,
bareilly, mikawasima, weston,
newport, nima, carrau,
kumasi, lawndale, new-
mexico
Gelatina non liquefa liquefa sub-genus I, sub-genus Il
sub-genus 1V,
abortus-bovis, schleissheim,
texas, azteca
NH,citrato |crescein non cresce in paratyphi A, sendai, typhi,
presenza di presenza di NH, | typhi-suis, abortus-ovis
NH, citrato citrato
KCN non cresce in | cresce in sub-genus 1V, fanti, flottbek,
presenza di presenza di langenhorn,
KCN KCN hotmarschen
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3. STRUTTURA ANTIGENE

La sierologia delle salmonelle si basa su un mosaico di antigeni che sono presenti
nella cellula batterica.

* Antigeni O

La superficie della cellula possiede, a livello della membrana esterna, numerose
molecole di lipopolisaccaride (LPS), che sono responsabili della tossicita del germe
(= endotossina) e della specificita antigenica del soma (= antigeni somatici O).

Il lipopolisaccaride che costituisce gli antigeni O ¢ formato da due parti: la prima,
pit profonda, & composta da 5 carboidrati ed ¢ comune a tutti gli enterobatteri; la
seconda, pill esterna, ¢ formata da catene saccaridiche, ciascuna delle quali contie-
ne una sequenza di alcuni oligosaccaridi.

Dal differente arrangiamento degli oligosaccaridi nelle catene dipende la diversita
degli antigeni somatici. Cosi, ad esempio, da differenti sequenze dei medesimi
zuccheri, trae origine nella Salmonella typhimurium la configurazione antigenica
somatica 1,4,5,12 oppure nella Salmonella enteritidis la configurazione antigenica
somatica 1,9,12.

Come si vede dall’esempio, la struttura antigenica di un sierotipo diventa tipica
solo quando viene considerata per intero, perche i singoli elementi fattoriali (come
I’antigene 1 oppure I’antigene 12) sono ritrovabili in piu sierotipi, che pertanto di-
ventano sierologicamente correlati (ed agglutinabili da un medesimo siero).
Attualmente si conoscono 65 diversi antigeni O, indicati con numeri.

Le salmonelle che presentano analogie nella struttura antigene O vengono riunite in
gruppi sierologici (chiamati A, B, C, ecc che corrispondono, rispettivamente, alle
salmonelle dotate degli antigeni somatici 1,2,12 oppure 1,4,5,12 o ancora 6,7,8 e
cosi via), come pil avanti specificato a proposito dello schema sierologico di
Kauffmann-White.

Alcuni antigeni somatici possono essere presenti o assenti nella stessa specie di
Salmonella. Questo ¢ il caso dell’antigene O 1 oppure dell’antigene O 5, ad esem-
pio nella S. typhimurium (vedi anche capitolo 4.1).

In altri casi possono verificarsi variazioni pill complesse, come avviene per I’anti-
gene somatico O 12 nella S. pullorum, dove si assiste a variazioni quantitative dello
stesso antigene, che pud presentarsi addirittura in tre sotto-antigeni, conosciuti co-
me 12, 12,, 12;.

* Antigeni H

Nelle specie mobili di Salmonella (costituiscono eccezioni non mobili le salmonelle
gallinarum e pullorum) sono presenti gli antigeni flagellari (detti anche ciliari) meglio
conosciuti come antigeni H, indicati con lettere minuscole dell’alfabeto o con numeri.
Si tratta di un gruppo formato attualmente da circa 35 antigeni di natura proteica,
che vengono distrutti dal calore e che possono presentarsi in due fasi, chiamate fase
1 (o specifica, perche tipica di quel sierotipo) e fase 2 (o aspecifica, perche comune
a piu sierotipi). Le fasi 1 e 2 possono presentarsi contemporaneamente al momento
delle prove di agglutinazione, ma pill spesso una salmonella bifasica sviluppa in
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prevalenza una sola delle due fasi ed ¢ quindi indispensabile per la tipizzazione
provocare la cosiddetta inversione di fase, in modo da far esprimere al germe anche
la fase latente (vedi capitolo 7.5).

Alcuni sierotipi di Salmonella, chiamati monofasici, possiedono solo una fase (ge-
neralmente la fase 1), come nel caso della Salmonella enteritidis (struttura antigeni-
ca=1912:gm-).

Pochissime specie hanno 3 fasi sierologiche H e sono dette “trifasiche” (ad esem-
pio: Salmonella Il con struttura antigene 44 : z,9 - €,1,X : Zy).

Raramente le salmonelle possono perdere la struttura antigenica H, diventando immo-
bili. Questo aspetto corrisponde ad una variazione reversibile, chiamata HO <= O.

Il fenomeno puo dipendere dalla presenza, nella coltura in vitro, di sieri aggiunti
che inibiscono lo sviluppo e la funzionalita dei flagelli.

* Antigene Vi

In alcune salmonelle si trova anche un terzo tipo di antigene, chiamato Vi (da viru-
lenza), dato che gli stipiti che lo possiedono sono pil virulenti (ad es. Salmonella
typhi, S. paratyphi C, S. dublin). Esso ha la caratteristica di mascherare gli antigeni
O, rendendoli inagglutinabili dai sieri somatici, per cui & necessario in questi casi
riscaldare a 100 °C per 1 ora la sospensione batterica (trattandosi di antigeni termo-
labili) per renderla di nuovo agglutinabile. L’antigene Vi delle salmonelle corri-
sponde agli antigeni K (= capsulari) degli altri enterobatteri.

Il fenomeno della perdita di agglutinabilita con i sieri somatici ¢ conosciuto come
variazione reversibile, chiamata V <> W.
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4. CLASSIFICAZIONE DELLE SALMONELLE

Sono state proposte alcune classificazioni delle salmonelle e tra queste le pilt cono-
sciute sono le seguenti:

4.1 Classificazione secondo Kauffmann-White

Kauffmann nel 1931 presento lo schema di classificazione delle salmonelle rimasto
in uso fino ai nostri giorni ed universalmente accettato.

In realta I’ Autore riscrisse, ampliandolo, uno schema precedente elaborato da
Schultze, White e Scott.

Questi sono i punti fondamentali di Kauffmann:

* Le salmonelle sono un genere (genus) diviso in 4 sotto-generi (sub-ge-
nus, pl. sub-genera), formati da numerose specie (species) che a loro volta
contengono i sierotipi, ai quali sono riconducibili i ceppi.

* Il genere presenta le seguenti caratteristiche: bastoncini gram-negativi, aerobi,
non sporigeni, per lo pitt mobili, che crescono bene sui comuni terreni, glucosio e
nitrati positivi e negativi per indolo, urea, VP, adonite, saccarosio. Con alcune ecce-
zioni, risultano negativi anche lattosio e salicina.

e I sotto-generi sono 4 (denominati sub-genus 1 - 1I - III - IV) differenziabili con
alcune prove biochimiche. Il sub-genus 111 corrisponde ad Arizona (vedi tabella 6):

Tabella 6 - Prove biochimiche piu significative per la suddivisione del genere
Salmonella in quattro sotto-generi (secondo Kauffmann, 1966)

test I n m v
dulcite + + - -
lattosio - - + -
salicina - - - +
malonato - + + -
KCN - - - +

e La specie ¢ composta da tanti sierotipi sierologicamente correlati tra loro. Ad
esempio, la Salmonella paratyphi B & una specie con una struttura antigene ben de-
finita (4,5,12 : b -1,2) alla quale appartengono vari sierotipi riconducibili a questa
struttura e che possono peraltro differire fra loro per qualche carattere minore (ad
esempio, possedere o meno 1’antigene 1 nella struttura, che viene scritta (1),4,5,12 :
b - 1,2 oppure 1,4,5,12 : b - 1,2, qualora la presenza del fattore antigene sottolinea-
to sia condizionata da conversione ad opera di batteriofagi.
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* | ceppi (in inglese = strain) hanno la medesima formula antigenica, ma possono
presentarsi con differenze biochimiche (ad esempio, fermentare o meno un certo
zucchero oppure produrre e non produrre H,S).

4.2 Classificazione secondo Le Minor

Il genere Salmonella consiste di due sole specie, S. enterica, che si divide in sei
sottospecie (S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. ente-
rica subsp. indica) e S. bongori.

I sierotipi che apparttengono a S. enterica subsp. enterica sono designati con un
nome che usualmente ¢ correlato al luogo geografico nel quale il sierotipo & stato
per la prima volta isolato. Il nome viene scritto in lettere romane (non italiche) e la
prima lettera ¢ maiuscola. I sierotipi apparteneni alle altre sottospecie sono desi-
gnati dalle loro formule antigeniche, seguite dal nome della sottospecie (tabella 7):

Tabella 7 - Classificazione delle salmonelle (secondo Le Minor, 1987)

numero della sottospecie
specie nome della
sottospecie
S. enterica enterica |

salamae Il

arizonae llla

diarizonae Ilb

houtenae v

indica Vi

S. bongori V

Test S. enterica S. bongori

| I Ma b IV VI v
Dulcite + | + - - - + +
Lattosio - - -+ -] ® -
ONPG - - -+ | -]+ +
Salicina - - - - + - -
Sorbitolo + |+ |+ [+ |+ | - -
Malonato EI R I (I - -
KCN - - - -+ | - +
d(+)tartrato + |- -1-1-1- -

NOTA - 1I genere Arizona & stato definitivamente incorporato nel genere Salmonella come sotto-spe-
cie Illa (S. enterica subsp. arizonae) contenente i ceppi monofasici e sotto-specia IIIb (S. enterica
subsp. diarizonae) contenente i ceppi bifasici.
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Denominazioni

Nella classificazione di Le Minor, la Salmonella typhimurium (secondo Kauff-
mann) verrebbe chiamata Salmonella enterica sottospecie enterica sierotipo Typhi-
murium.

NOTA - Sono state proposte anche altre classificazioni, meno famose, tra cui quella “numerica” (con-
traddistinta cio¢ da numeri al posto dei nomi) di Lockhart del 1964.

CONCLUSIONI

Attualmente vengono utilizzati contemporaneamente:

- lo schema di Kauffmann-White per quanto riguarda [’ elenco di sierotipi;

- la nomenclatura di Le Minor per quanto riguarda la suddivisione in sotto-
specie.

In pratica, i quattro sotto-generi di Kauffmann sono diventati le sei sotto-spe-
cie di Le Minor.

La classificazione attuale riflette la presente tassonomia delle salmonelle ed e alla
base degli aggiornamenti annuali allo schema di Kauffmann-White curati dal
WHO Collaborating Centre for Reference and Research on Salmonella. Fanno par-
te di questo Centro I’Institut Pasteur di Parigi, I’Istituto d’ Igiene di Amburgo ed il
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) di Atlanta (USA).
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5. PREPARAZIONE DEI SIERI DIAGNOSTICI

ATTENZIONE !

La produzione di antisieri diagnostici deve essere affidata esclusivamente
a personale medico-veterinario e realizzata osservando scrupolosamente le
norme contenute in Italia nel D.L. n. 116 del 27 gennaio 1992, relativo alla
protezione degli animali utilizzati a fini sperimentali o ad altri fini scienti-

fici.

Esistono metodi differenti per la preparazione degli antisieri O e degli antisieri H e
pertanto, qui di seguito, vengono descritte due metodiche distinte.

Viene trattata innanzitutto la preparazione degli antigeni da inoculare e la procedu-
ra per ['immunizzazione degli animali.

Gli animali inoculati elaborano il piu delle volte, oltre agli anticorpi specifici verso
le salmonelle con le quali sono stati iperimmunizzati, anche anticorpi aspecifici.
Viene pertanto spiegata anche la tecnica di adsorbimento delle agglutinine aspecifi-
che.

11 capitolo tratta inoltre dei controlli dei sieri ottenuti e della loro conservazione.

5.1 Preparazione dei sieri fattoriali O
(metodo usato presso il Paul Ehrlich Institut di Francoforte s/M, Germania)

Preparazione dell’antigene con il metodo di Roscka)

Questo metodo consente una buona, anche se non sempre completa, distruzione de-
gli antigeni H, la cui sensibilita agli agenti chimico-fisici é variabile.

L’antigene O, detto anche antigene somatico, si trova nel corpo batterico ed e ter-
molabile. Esso si sviluppa bene soprattutto su terreni batteriologici a basso conte-
nuto di umidita. Di particolare importanza e, inoltre, il fenomeno di “sparizione”
dell’antigene, che si accompagna alla variazione del ceppo, il quale diventa “ruvi-
do” (= fase R).

Tali stipiti sono del tutto inadatti per la preparazione di sieri O, per cui bisogna
scegliere sempre colture liscie (= fase S) che vengono realizzate su terreno solido
contenente almeno il 2 % di agar. Tra i terreni solidi raccomandati si trova [’agar
glicerinato, il Trypticase Soy Agar (TSA), il BHI Agar, ecc.

¢ Il ceppo da usare come antigene viene seminato su 20 piastre di Petri di uno dei
terreni sopracitati e incubato a +37 °C per 20-28 ore, fino ad ottenere una patina
uniforme.

* Alcuni ceppi (come S. pullorum) che crescono lentamente possono richiedere
un’incubazione di 4 giorni.
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e La patina batterica viene quindi raccolta con 40 ml di soluzione fisiologica ste-
rile e la sospensione viene fatta bollire per 2 ore.

* Dopo raffreddamento si centrifuga per precipitare i germi (si consiglia di centri-
fugare sempre in centrifuga a braccio libero ad almeno 3000 rpm per 30 minuti)
e si versa il soprastante.

* Al sedimento si aggiungono 4 ml di soluzione acquosa di allume di potassio sa-
turata a caldo (concentrazione pari circa al 20 %).

e Silascia una notte in termostato a +37 °C.

* Vengono fatti due lavaggi, aggiungendo acqua distillata sterile e centrifugando
come sopra, eliminando ogni volta il soprastante.

* Siaggiungono 50 ml di alcool assoluto e si lascia agire per 4-6 ore a +37 °C.

* Dopo centrifugazione, si aggiungono ancora 50 ml di alcool assoluto e si lascia
una notte in termostato a +37 °C.

* Si centrifuga e al sedimento vengono aggiunti 50 ml di acetone, che rimangono
a contatto per 4-6 ore a +37 °C.

* Dopo centrifugazione, si aggiungono ancora 50 ml di acetone e si lascia una
notte in termostato a +37 °C.

* Si centrifuga e si aggiunge acetone fino a consentire la risospensione del sedi-
mento, che viene trasferito in piastre di Petri, poste senza coperchio in termosta-
to a +37 °C per essicare 1’antigene.

e Si raschia con un bisturi sterile il prodotto essicato, che viene raccolto in un re-
cipiente sterile e pesato.

e [’antigene pud essere conservato a questo stadio di preparazione in frigorifero
per lunghi periodi e disciolto al momento necessario in soluzione fisiologica
sterile, in ragione di 100 mg di sostanza secca per ml di sospensione.

Come esempio di scelta dei ceppi da usare per la produzione di sieri O si riporta la
seguente lista:

siero da preparare ceppo scelto per la preparazione struttura antigene del ceppo
dell’antigene da inoculare

4,5,12 (= gruppo B) S. typhimurium 14512:i-1,2,(7)

1,9,12 (= gruppo D) S. enteritidis + 1,9,12 : (f),g,m,(p),(t) - (1,7)
S. dublin 1,912 (Vi):g,p-

6,7,8 (= gruppo C1 + C2) S. bareilly + 6,7,14:y-15
S. muenchen 6,8:d-1.2

3,10,15 (= gruppo E1 + E2) S. anatum + 310:e,h-1,6
S. newington 3,15.eh-16

1,3,19 (= gruppo Es) S. westerstede 1,3,19:1,z13- (1,2)
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Controlli dell’antigene preparato

a) controllo di concentrazione

Si controlla la densita batterica per confronto tra I’antigene e il nefelometro di
Wellcome oppure di Mc Farland (vedi appendice), in modo da non superare i 900
milioni di germi per ml ed eventualmente si diluisce 1’antigene troppo concentrato
con soluzione fisiologica sterile.

b) controllo di sterilita

* Siseminano due ansate dell’antigene su due piastre di terreno di Gassner.

* Si mettono in termostato a +37 °C per 24 ore sia ’antigene preparato che le
due piastre seminate.

* Le due piastre potranno dar luogo alla crescita di alcune colonie gialle.

e All’uscita dal termostato di queste due piastre, si seminano con 1’antigene altre
due piastre di terreno di Gassner, da incubare per 24 ore a +37 °C (secondo
controllo di sterilita). L’antigene viene nel contempo conservato in frigorifero.

e Le piastre del secondo controllo devono risultare sterili.

Inoculazione degli animali e produzione del siero

* Vengono usualmente inoculati gruppi di sei conigli adulti del peso di circa 2
kg, preferibilmente (ma non necessariamente) di razza neo-zelandese, nella ve-
na marginale dell’orecchio con le dosi seguenti, distanziate I’una dall’altra di 5
giorni (=4 giorni tra ciascuna iniezione):

12 iniezione = ml 0,25 - 22 iniezione =ml 0,5 - 32iniezione =ml 1 - 42 inie-
zione = ml 2.

* Dopo cinque giorni dall’ultima inoculazione, gli animali vengono tenuti a di-
giuno per una notte (somministrando solo acqua da bere) e quindi, previa ane-
stesia totale (vedi metodo nella nota piu avanti), vengono salassati mediante in-
troduzione di un ago-cannula sterile nella carotide.

e Il sangue, raccolto in recipienti di vetro sterili, viene lasciato coagulare a tem-
peratura ambiente e poi staccato dal vetro con una bacchetta di vetro sterile.
Segue il mantenimento in termostato a +37 °C per un’ora e quindi in frigorife-
10 per una notte.

e Il siero, separato spontaneamente dal coagulo, viene raccolto per aspirazione
con pipetta e centrifugato a 2000 rpm per 30 minuti.

e Si aggiunge come conservante una soluzione acquosa all’1% di sodio mertiola-
to in ragione di ml 1 per 100 ml di siero.

* In alternativa all’aggiunta del conservante, si fa passare il siero attraverso un
filtro Seitz EKS1, avendo cura di saturare il filtro con soluzione fisiologica ste-
rile prima di introdurre il siero, allo scopo di impedire che il filtro trattenga una
parte del prodotto da filtrare.
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NOTA

L anestesia totale ¢ ottenuta mediante inoculazione lenta, nella vena margi-
nale dell’orecchio del coniglio, di uno dei seguenti farmaci, ai dosaggi indi-
cati per kg di peso:

- zolazepan etiletamina + ketamina + xilazina 0,15 ml (escluso razza Nuova
Zelanda)

- ketamina + diazepan (in rapporto 1:1) 10 - 20 mg

- metoesital 10 mg

- tiamilale 30 - 40 mg

- propofolo 8 -12 mg

- tiopenthal (preparato al 2% in acqua distillata sterile) 35 - 40 mg

5.2 Preparazione dei sieri fattoriali H

Preparazione dell’ antigene

e Il ceppo usato per produrre I’antigene destinato all’immunizzazione degli ani-
mali viene seminato in brodo nutritivo ed incubato a +37 °C per 24 ore.

e La brodocoltura viene centrifugata per tre volte a 2000 rpm per 20 minuti, riso-
spendendo ogni volta il sedimento in soluzione fisiologica formolata all’l % e
riportando il volume a quello originale della brodocoltura.

¢ Si controlla la densita batterica con i tubi di Wellcome o di Mc Farland, in ma-
niera da non superare i 900 milioni di germi per ml ed eventualmente si diluisce
con soluzione fisiologica sterile.

e Segue il controllo di sterilita come descritto per la preparazione dei sieri O.

NOTA - Per ridurre I’eventualita di reazioni crociate fra il siero che verra
prodotto e le salmonelle da saggiare, ¢ conveniente scegliere, per I'immuniz-
zazione degli animali, ceppi caratterizzati da antigeni somatici raramente rin-
venibili nella pratica (es. oltre il gruppo O 40) oppure, se possibile, monofa-
sici (come i ceppi selezionati da Rhode in Germania).

Come esempio di scelta dei ceppi da usare per la preparazione di sieri H si riporta
la seguente lista:
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siero da preparare ceppo scelto per la preparazione struttura antigene del ceppo
dell’antigene da inoculare
a S. assen 21:a- (Rhode)
b S. atlanta 13,23 : b - (Rhode)
c S. yolo 35: ¢ - (Rhode)
d S. equsi 41:d - (Rhode)
gh S. mara 39: e,h - (Rhode)
e,nx S. abortus-equi 412:-enx
L complex S. javiana 1,9,12 : 1,28 - (Rhode)
G complex S. derby 1,9,12: g,p - (Rhode)
S. oranienburg 6,7 : m,t- (Rhode)
S. dublin 1,9,12: g,p - (Rhode)
gm S. enteritidis 1,9,12 : g,m - (Rhode)
i Salmonella (8),20 ;i - (Rhode)
k Salmonella 41 : k - (Rhode)
r S. nairobi 42 :r- (Rhode)
y Salmonella 28 .y - (Rhode)
24,223 S. waycross 41 : 74,223 - (Rhode)
Z5 Salmonella 42 :-1,6 (Rhode)
Z15 S. PC 230 4,12 : - e,n,z15 (Rhode)
74 S. djakarta 48 : 74,704 -
729 S. tennessee 6,7 : 729 - (Rhode)
2 S. newport 6,8 : - 1,2 (Rhode)
5 S. javiana 1,9,12 : - 1,5 (Rhode)
6 Salmonella 42 :-1,6 (Rhode)
7 Salmonella 401,402 : - 1,7 (Rhode)

Fasi successive

Per I’inoculazione degli animali produttori di siero e per la conservazione dei sieri
ottenuti si seguono le medesime istruzioni fornite per i sieri O.

5.3 Preparazione dei sieri OH poliagglutinanti

Puo essere realizzata su coniglio o su grandi animali (cavallo, asino). Se la prepara-
zione avviene su coniglio, valgono le stesse modalita d’inoculo indicate per la pro-
duzione dei sieri somatici O (capitolo 5.1). Nel cavallo o nell’asino le dosi suben-
tranti di antigene, inoculato in vena, sono proporzionalmente maggiorate (ml 1-2-4-
5).

La scelta dei ceppi per I’allestimento dell’antigene da inoculare negli animali ¢ cri-
tica, in quanto le salmonelle usate devono rappresentare, il pili estesamente possibi-
le, il ventaglio degli antigeni somatici e flagellari, compatibilmente col numero di
ceppi costituenti la miscela antigene. Questa miscela nasce dall’unione, in parti

42



Parte Prima: 5. Preparazione dei sieri diagnostici

uguali, degli antigeni singoli originati seguendo lo stesso protocollo di preparazio-
ne dei sieri H (capitolo 5.2). I sieri poliagglutianti (o polivalenti) sono in realta dei

sieri OH.
Un possibile pannello di specie ¢ il seguente:
gruppo sierologico antigeni somatici nome del ceppo
A 1,2,12 S. paratyphi A, S. kiel
B 4,512 S. typhimurium, Salmonella Il
Ci 6,7 S. thompson, Salmonella Il
Ca 6,8 S. newport, S. muenchen
Cs (8),20 S. virginiae, Salmonella I/
D1 1,9,12 S. javiana
D2 (9),46 S. strashurg, S. itutaba
Eq 3,10 S. anatum, S. zanzibar
=) 3,15 S. selandia
Es (3),(15),34 S. illinois
E4 1,3,19 S. senftenberg, S. westerstede
11 S. aberdeen, Salmonella Il

13,22/1,13,23

Citrobacter, S. wortington

6,14,24/1,6,14,25

S. carrau, S. onderstepoort

F

G

H

| 16 S. jacksonville, Salmonella Il
J 17 S. kirche

K 18 S. belhoa, S. sinthia

L 21 S. minnesota, S. assen
M 28 Salmonella Il

N 30 S. matopeni

0 35 S. yolo

P 38 S. carlettonville

Q 39 S. mara

R 40 Salmonella Il

S 41 S. waycross, S. egusi
T 42 S. nairobi

U 43 S. irigny, S. milwaukee
V 44 S. guinea, S. niarembe
W 45 S. deversoir

X 47 S. bilthoven

Y 48 S. ngozi

52 52 S. lobatsi
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5.4 Controllo dei sieri

Controlli di potenza e di specificita da effettuare sui sieri O, H e poliagglutinanti
prodotti

11 controllo di potenza mira a verificare se il siero contiene una sufficiente quan-
tita di agglutinine verso I’antigene usato per I’immunizzazione degli animali (=
antigene omologo) e consente di stabilire il titolo omologo di quel siero.

Si effettua, partendo dal siero tal quale, preparando diluizioni scalari in base 2 in
soluzione fisiologica 0,5 % fenicata (per i sieri O e poliagglutinanti), oppure in
soluzione fisiologica 1 % formolata (per i sieri H).

Circa la quantita di diluizioni da preparare, ¢ da tenere presente che in agglutina-
zione rapida, generalmente, i sieri possono raggiungere i seguenti titoli omologhi:
1/50 per i sieri O; 1/20 per i poliagglutinanti; 1/200 per i sieri H.

Limitatamente ai sieri H, si usa fare i controlli ricorrendo in alternativa al meto-
do dell’agglutinazione lenta. In questo caso i sieri H possono raggiungere titoli
omologhi finali molto piu elevati (anche di 1/8000). E’ tuttavia possibile esten-
dere il controllo in agglutinazione lenta anche ai sieri poliagglutinanti (che sono
OH) e i titoli possono arrivare in questo caso a 1/6000.

Le tecniche di allestimento delle prove di agglutinazione rapida su vetrino (oppu-
re lenta in piastra) sono riportate pili avanti.

Si definisce titolo omologo la piu elevata diluizione che il siero puo sopporta-
re agglutinando ancora I’antigene.

Si stabilisce quindi il titolo d’uso del siero, che usualmente viene fissato ad una
diluizione pari al 50 % del titolo omologo.

NOTA
Quando si parla di titolo nei sieri diagnostici & conveniente, per evitare con-
fusioni, riferirsi esclusivamente alla diluizione finale del siero stesso.
La diluizione finale equivale al doppio della diluizione del solo siero, in
quanto I’antigene, aggiunto in un secondo tempo nel rapporto di 1:1 alle
varie diluizioni del siero allestite, fa raddoppiare le diluizioni stesse.

11 controllo di specificita mira a verificare la presenza eventuale nel siero di ag-
glutinine aspecifiche. Viene realizzato_mettendo a contatto il siero alla diluizione
d’uso con I’intera gamma degli antigeni eterologhi delle salmonelle, usando il
metodo dell’agglutinazione rapida oppure lenta.

Nel caso che il siero non agglutini nessun ceppo di Salmonella al di fuori di quello usa-
to per produrlo (o di altri ceppi che possiedono i medesimi antigeni), viene considerato
specifico e non necessita di ulteriori manipolazioni prima di entrare nell’uso routinario.
Se il siero agglutina antigeni eterologhi, viene considerato aspecifico e non puo
essere usato per effettuare le tipizzazioni, se non viene sottoposto preventivamen-
te all’allontanamento delle agglutinine indesiderate. Questo procedimento di pu-
rificazione dei sieri viene detto “adsorbimento” . 1l controllo di specificita dei
sieri poliagglutinanti avviene verso i generi della famiglia delle Enterobacteria-
ceae. Non viene praticato per questi sieri I’adsorbimento.
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NOTA
Per la produzione dei sieri, per i vari controlli sui sieri stessi e per gli ad-
sorbimenti ¢ necessario disporre di una collezione di ceppi Salmonella di
sicura provenienza, che possono venire conservati in laboratorio congelati
a -20°C o, meglio, liofilizzati sotto vuoto. Per il mantenimento di una so-
spensione batterica allo stato di congelamento o di liofilizzazione, si consi-
glia come mestruo il latte magro sterile adoperato tal quale.

5.5 Adsorbimento dei sieri

NOTA - L’adsorbimento dei sieri ¢ un procedimento lungo e laborioso.
Comporta una serie di operazioni piuttosto complesse, da eseguire con no-
tevole accuratezza, soprattutto nella fase dei controlli.

Gli antigeni da usare sono quelli corrispondenti alle agglutinine indesiderate nel
siero da adsorbire.

Ciascun antigene da usare per I’adsorbimento viene preparato seminando delle pia-
stre di Petri del diametro di cm 9 contenenti il terreno Agar nutritivo, preparato di
recente.

Ogni piastra riceve come semina 0,5 ml di una brodocoltura del ceppo di Salmo-
nella incubata a +37 °C per 24 ore.

Le piastre vengono incubate a +37 °C per 18-24 ore e quindi la patina batterica
sviluppata viene raccolta con 1 ml di soluzione fisiologica fenicata allo 0,5 % per
ciascuna piastra, con I’aiuto di una spatola.

La sospensione ricavata dalle piastre viene miscelata e centrifugata ad almeno
3000 rpm per 30 minuti.

Il supernatante viene quindi gettato ed i germi sedimentati vengono risospesi prima
in 1 -2 ml di soluzione fisiologica fenicata e poi nel siero da adsorbire.

La miscela viene resa omogenea con ’aiuto di una spatola ed incubata a +50 °C
per 2 ore con frequente agitazione.

La quantita di germi da mettere a contatto con il siero deve essere sufficiente per ri-
muovere tutte le agglutinine aspecifiche. Indicativamente, si suggerisce di utilizza-
re, per ogni ml di siero da adsorbire, la patina batterica raccolta da una piastra di
Petri.

Nel caso vengano usate placche di Roux al posto delle piastre di Petri, si calcola
ogni placca di Roux equivalente a 5 piastre di Petri diametro cm 9.

Terminata I’incubazione, la miscela siero-germi viene centrifugata ad almeno 3000
rpm per 30 minuti ed il soprastante viene aspirato e conservato con 1’aggiunta di
mertiolato 1/5000, oppure sterilizzato per filtrazione su filtro Seitz EKS1.

Seguono i controlli di titolo omologo e di specificita.

Un siero adsorbito correttamente non deve subire una perdita di titolo omologo su-
periore al 50 % e non deve pil agglutinare antigeni eterologhi alla diluizione d’uso,
che viene nuovamente determinata come in precedenza descritto.

Nel caso che non tutte le agglutinine indesiderate siano state allontanate con 1’ad-
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sorbimento, ¢ possibile procedere ad un secondo adsorbimento.

Alla fine del secondo (eventuale) adsorbimento, il siero, per essere utilizzato, deve
possedere ancora un titolo omologo accettabile (almeno 1:5 col metodo dell’agglu-
tinazione rapida) ed ovviamente non ‘“crociare” con altri antigeni.

5.6 Conservazione dei sieri

I sieri concentrati, trattati come sopra indicato, sono conservabili a lungo in frigori-
fero, al riparo dalla luce entro recipienti sterili, chiusi ermeticamente. Tuttavia si
consiglia di frazionare subito il siero in piccole quantita (0,2 - 0,5 ml), distribuen-
dolo in fiale o flaconi con tappo di gomma per vuoto e congelare a -20 °C. Se pos-
sibile, procedere quindi alla liofilizzazione.

Prima dello stoccaggio & opportuno prelevare una piccola quantita di siero da sotto-
porre ai controlli di sterilita (su BHI agar incubato a +37°C per 48 ore) e di titolo
verso I’antigene (o gli antigeni) usati per produrlo e verso i rimanenti antigeni delle
salmonelle (vedi avanti per i controlli di potenza e di specificita dei sieri).

I sieri diluiti (portati cioe al titolo d’uso) devono essere protetti dall’inquinamento
accidentale mediante 1’aggiunta di un conservante idoneo (soluzione fisiologica ad-
dizionata di sodio mertiolato 1:10000, oppure di fenolo allo 0,5%) e tenuti rigoro-
samente in frigorifero, procedendo alla loro sostituzione al comparire di intorbida-
mento, di precipitato o di minore potere agglutinante.

Indicativamente, ¢ consigliabile preparare ogni tre-quattro mesi i sieri diluiti, a par-
tire dal prodotto concentrato mantenuto congelato o liofilizzato.

Tabella 8 - Schema riassuntivo del procedimento di produzione dei sieri dia-
gnostici anti-Salmonella

Preparazione dell’antigene per I’'inoculazione

degli animali
k

inoculazione degli animali siero-produttori
b

raccolta del siero
*

filtrazione e conservazione del siero
*

preparazione degli antigeni per I’allestimento

dei controlli di titolo e di specificita
k

allestimento dei controlli
*

eventuale adsorbimento del siero
*

ripetizione dei controlli di titolo e di specificita

46



Parte Prima: 5. Preparazione dei sieri diagnostici

NOTA PRATICA

In un laboratorio che si sta attrezzando per tipizzare le salmonelle, la dota-
zione iniziale consigliata di sieri ¢ la seguente: un poliagglutinante, quindici
sieri O (4,5,12-5-6,78-7-8-1,9,12-9-3,10,15-10-15-19-20- 21 -
1,13,22 - 23) e sette sieri H (pool di Spicer-Edwards, vedi capitolo 7.4).
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6. ISOLAMENTO E IDENTIFICAZIONE

6.1 Cenni sull’analisi qualitativa in campioni clinici, alimenti, tamponi

NOTA

Si ricorda che la tipizzazione costituisce I'ultima fase di un procedimento, rela-
tivamente complesso, riguardante la diagnosi di laboratorio delle salmonelle.
Per tipizzare e utile conoscere alcune informazioni che vengono normalmente
acquisite durante il percorso dell’ analisi (terreni usati per I’isolamento, aspet-
to delle colonie sulle piastre, ecc).

Si e ritenuto pertanto conveniente riassumere, per sommi capi, le fasi che ca-
ratterizzano le procedure di isolamento delle salmonelle da campioni clinici,
da alimenti e da tamponi.

a) ricerca delle salmonelle da campioni clinici

La prova inizia con la semina del campione nel rapporto di circa 1:10 in terreno
d’arricchimento (quindi circa 1 grammo di materiale in 10 ml di terreno), usando
Brodo selenito oppure Brodo tetrationato secondo Muller-Kauffmann o secondo
Preuss, da porre in incubazione a +37 °C per 18-24 ore. Segue la piastratura su ter-
reno solido selettivo e/o differenziale (Gassner Agar, Brillant Green Agar, Hektoen
Enteric Agar, ecc).

Esclusivamente nei casi di forte sospetto, ¢ consentito affiancare agli arricchimenti
anche la semina diretta del campione su piastre di terreni selettivi, mediante striscio
di un frammento d’organo, effettuato con 1’aiuto di una pinza sterile o dell’ansa.
Cio avviene, ad esempio, nell’esame di feci (coprocoltura) e di organi prelevati alla
necroscopia (rene, fegato, milza, linfonodi) in casi fortemente sospetti o nell’esame
batteriologico delle carni degli animali macellati d’urgenza.

Dopo incubazione delle piastre a +37 °C per 24 ore, le colonie sospette vengono
trapiantate su terreno Kligler Iron Agar, da incubare a +37 °C per 24 ore prima del-
la lettura, che consente di apprezzare le fermentazioni di glucosio e lattosio, la for-
mazione di gas dal glucosio e la produzione di H,S.

L aspetto tipico della coltura su Kligler (fondo del terreno giallo con annerimento e
bolle di gas, becco di clarino rosso) consente di selezionare i trapianti sui quali pro-
cedere oltre.

I trapianti su Kligler vanno verificati mediante agglutinazione rapida su vetrino con
siero polivalente anti-Salmonella.

Una o due provette sospette, positive all’agglutinazione, vanno sottoposte a identi-
ficazione biochimica, mediante una serie di fest che comprenda le principali prove
(come indolo, urea, lisina decarbossilasi, ecc).

Solo le colture biochimicamente confermate Salmonella vanno tipizzate sierologi-
camente.
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b) ricerca delle salmonelle da alimenti (metodo classico semplificato consigliato)

Dal prodotto da esaminare si preleva con strumenti sterili un campione di 25 gram-
mi (o ml) che viene posto in 225 ml di brodo di pre-arricchimento (Acqua peptona-
ta tamponata o Brodo lattosato). Nel caso del latte, si seminano 2X25 ml di latte
direttamente in 2X225 ml di arricchimento.

Dopo omogeneizzazione, il Brodo di pre-arricchimento viene incubato a +37 °C
per 18-24 ore.

Segue il trapianto di 1 ml di pre-arricchimento in 10 ml di Brodo di arricchimento
(come il Brodo selenito o il Brodo tetrationato sec. Muller-Kauffmann) con incuba-
zione delle provette a +37 °C per 18-24 ore.

Si usa affiancare al primo arricchimento un secondo terreno d’arricchimento, ad es.
il Brodo Rappaport-Vassiliadis, seminato con 0,1 ml di pre-arricchimento e incuba-
to a +43 °C per 18-24 ore.

Dagli arricchimenti si trapianta un’ansata su piastra di terreno solido selettivo e/o
differenziale, come Hektoen Enteric Agar, da incubare a +37 °C per 24 ore.

Le fasi successive di isolamento delle colonie sospette in coltura pura su Kligler e
la parte di identificazione biochimica sono sovrapponibili alla ricerca di Salmonella
nei campioni clinici.

NOTA

Per la legislazione italiana qualsiasi Salmonella, indipendentemente dal
sierotipo isolato, deve essere assente in 25 grammi di prodotto alimentare
esaminato.

Questa norma nasce dall’estensione delle specifiche riportate in alcune dis-
posizioni di legge sotto riportate:

Latte in polvere per la prima infanzia (O.M. 11/10/78)

Paste alimentari e paste farcite (Circ. Min. San. 03/08/85 n. 32)
Alimenti per animali (D.L.vo 14/12/92 n. 508)

Molluschi bivalvi vivi (D.L.vo 30/12/92 n. 530)

Prodotti d’uovo (D.L. 04/02/93 n. 65)

Prodotti a base di latte (D.P.R. 14/01/97 n. 54)

In queste disposizioni I’analisi ¢ prevista su 5 unita campionarie (n=5) da
esaminare (10 per il latte in polvere), con tolleranza zero (c=0).

Altre norme, meno restrittive, prevedono 1’assenza delle salmonelle in 10
grammi di carni macinate o in 1 grammo di preparazioni di carni (D.P.R.
03/08/98 n. 309).

¢) ricerca delle salmonelle con tamponi

Nel caso dell’uso di tamponi (ad es. cloacali, per la ricerca dei soggetti portatori
negli allevamenti avicoli, oppure tamponi ambientali per la verifica dello stato igie-
nico delle superfici nei locali di lavorazione degli alimenti), si semina il tampone
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direttamente in provetta di brodo d’arricchimento (ad es. Brodo selenito) che viene
incubato a +37 °C per 48 ore, prima della piastratura su terreno selettivo solido
(Brillant Gren Agar, Hektoen, ecc).

Per le fasi succesive si rimanda ai punti a) e b).

Quanto descritto ¢ riassunto schematicamente nella tabella 9.

Cenni su alcune tecniche diagnostiche alternative

Si tratta dei seguenti metodi diagnostici:

- Agglutinazione al lattice

- Immunofluorescenza (FA)

- Conduttanza / Impedenza

- Filtrazione su membrana (MF)

- Isolamento in terreno semi-solido (MSRV)

- Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
- Polymerase Chain Reaction (PCR)

Sono tecniche che in prevalenza consentono di riconoscere la presenza delle salmo-
nelle direttamente nel campione in esame o dopo semina del campione in un terre-
no liquido (fase di pre-arricchimento o di arricchimento). Il riconoscimento della
Salmonella avviene a livello di genere, per cui si arriva all’identificazione del ger-
me ricercato (e non alla tipizzazione di specie).

Agglutinazione al lattice

L’avvento degli anticorpi monoclonali, altamente specifici per un determinato anti-
gene da legare, ha consentito di mettere a punto questo tipo di agglutinazione rapi-
da su vetrino, che risulta pill facilmente leggibile grazie alla presenza di particelle
di lattice sensibilizzate con gli anticorpi medesimi. L’agglutinazione funziona su
colture gia isolate.

Immunofluorescenza (FA)

La tecnica degli anticorpi fluorescenti (fluorescent antibody = FA ) o immunofluore-
scenza si serve di globuline immuni combinate con un colorante fluorescente. L’ an-
ticorpo “coniugato” si fissa sull’antigene corrispondente (batterico o virale), dando
origine a un complesso fluorescente visibile al microscopio in luce ultravioletta.

Il fenomeno della fluorescenza dipende dalla natura del colorante usato (es. isotio-
cianato di fluoresceina), che assorbe la luce a bassa lunghezza d’onda e la emette ad
una lunghezza superiore nel campo del visibile.

I vantaggi di questa tecnica sono la rapidita di diagnosi, la possibilita di evidenziare
microrganismi anche non vitali o difficilmente coltivabili, senza peraltro sottostare
ai rischi della coltura, e la visualizzazione degli agenti patogeni all’interno degli or-
gani.

Gli svantaggi sono il costo dei reagenti e la necessita di un microscopio apposito,
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corredato da condensatore a campo oscuro, obiettivi ed oculari per fluorescenza,

filtri di eccitazione e di sbarramento, lampada a vapori di mercurio.

E’ importante avere a disposizione solo anticorpi specifici per evitare false reazioni

positive.

In batteriologia esistono due tipi di applicazioni :

1 - procedura diretta : anticorpo coniugato con colorante fluorescente + antigene
= fluorescenza ;

2 -procedura indiretta : anticorpo + antigene + secondo anticorpo coniugato anti-
specie = fluorescenza.

Gli strisci da colture vengono preparati e fissati alla flamma nel modo usuale segui-
to per le comuni colorazioni. Nel caso di organi o tessuti, gli strisci vengono fissati
per immersione in acetone (10 minuti) con successivo lavaggio in soluzione fisiolo-
gica tamponata (es. PBS) e asciugatura all’aria.

L’anticorpo coniugato viene pipettato sul vetrino da colorare e lasciato agire per
15-30 minuti in un recipiente chiuso (ad es. una piastra di Petri) con una fonte d’u-
midita (carta bibula bagnata).

Si lava con PBS per tre volte, immergendo il vetrino in recipienti diversi, e si monta
il preparato con una goccia di soluzione fisiologica glicerinata (PBS una parte, gli-
cerolo 9 parti) sotto un coprioggetti.

I vetrini vanno letti subito o conservati per tempi limitati in frigorifero dopo sigilla-
tura con adesivo.

Questa metodica non va confusa con la colorazione semplice di strisci mediante un
colorante di per sé€ fluorescente, sul tipo dell’arancio d’acridina, usato per eviden-
ziare in maniera non differenziata i batteri all’interno dei tessuti.

Conduttanza / Impedenza

I metodi basati sulla Conduttanza / Impedenza tengono conto che i microrgani-
smi, posti in un particolare substrato liquido, producono in fase di crescita cambia-
menti di carica elettrica. Misurando le variazioni di conduttanza (o di impedenza,
strettamente correlata alla precedente) a intervalli di tempo prefissati e in paragone
con una curva di riferimento nota, si pud stimare, attraverso un computer, la carica
batterica originale del campione.

Analogamente, cambiando il terreno e ricorrendo a specifici substrati selettivi, si
puo determinare la presenza/assenza di alcuni microrganismi dei quali si conosco-
no le variazioni di impedenza (Salmonella, Listeria, Campylobacter, Yersinia).
Questa metodica, meglio conosciuta con il nome di Malthus (dall’apparecchio),
trova applicazione nel controllo microbiologico degli alimenti ed ¢ approvata dall’
AOAC.

Riduce drasticamente i tempi d’analisi : per le salmonelle col metodo tradizionale
occorrono 4 giorni, col Malthus 6-8 ore.

Filtrazione su membrana (MF)

Il materiale da esaminare, opportunamente diluito, viene fatto passare attraverso
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una membrana idrofoba da 0,45 mmicron che trattiene i batteri. La stessa membra-
na diventa quindi oggetto di semina in terreno di arricchimento per le salmonelle e
la ricerca prosegue secondo il metodo convenzionale.

Isolamento su terreno semi-solido (MSRY)

E’ stato introdotto per 1’analisi sui molluschi. Il pre-arricchimento viene seminato a
0,1 ml in tre punti su una piastra di terreno semi-solido (MSRYV) incubato a +42 °C

per 24 ore. Eventuali aloni chiari attorno al punto di semina denotano la migrazione
di colture mobili di presunta Salmonella.

La verifica pud essere fatta con un’ agglutinazione al lattice seguita da un trapianto

su Kligler partendo dalla zona pit esterna dell’alone.

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

11 principio del test € noto (vedi schema):

A B C

A - Un anticorpo anti-Salmonella adeso ad un supporto plastico cattura I’antigene
presente nella brodocoltura in esame.

B - Un secondo anticorpo anti-specie si lega al complesso iniziale formando un
sandwich

C -1 secondo anticorpo ¢ coniugato con I’enzima perossidasi, che fa colorare un
substrato cromogeno successivamente aggiunto.

Misurando allo spettrofotometro 1’intensita di colore, il fest ¢ giudicato positivo
quando la densita ottica supera un certo valore soglia. Le lettura puo essere fatta
anche ad occhio nudo.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Vedi capitolo 10. Analisi del profilo plasmidico e PCR.
52



Parte Prima: 6. Isolamento e identificazione

Tabella 9 - Percorso tradizionale per la ricerca delle salmonelle

Campione clinico Campione di alimento Tampone
plastratura diretta e & semina diretta in 10 ml
semina in 10 ml di semina di 25 grammi in 225 ml di arricchimento
arricchimento di pre-arricchimento *

(in rapporto 1:10) &
s

+37°C per 18-24 ore + 37°C per 48 ore +37°C per 18-24 ore

1 ml in selenito o in tetrationato e 0,1 ml in Rappaport-Vassiliadis
+37°C per 24 ore (Rappaport = +43°C)
* *k *k
Piastratura di un’ansata su terreno selettivo e/o differenziale (es. Gassner per i campioni clini-
ci, Hektoen per gli alimenti, Brillant Green Agar per i tamponi, ecc)

*

+37°C per 24 ore

*

Lettura delle piastre
Trapianto in Kligler di una o due colonie sospette. Incubazione a +37°C per 24 ore. Selezione
dei trapianti su Kligler (fondo giallo + H5S, slant rosso) confermati con agglutinazione rapida

su vetrino (siero poliagglutinante)
£

Semina delle prove biochimiche d’identificazione (test miniaturizzati oppure prove

biochimiche tradizionali in provetta). Incubazione a +37°C per 24 ore
*

Tipizzazione sierologica (vedi capitolo tipizzazione)

Sui terreni batteriologici pit frequentemente usati per la cosiddetta “piastratura”
degli arricchimenti, le salmonelle sviluppano con colonie caratteristiche.
Generalmente si tratta di colonie rotonde, convesse, a margine netto, lucenti, del
diametro di 2-3 mm dopo 24 ore d’incubazione, dai colori differenti a seconda del
terreno in piastra usato, come specificato nella seguente tabella (tabella 10).

E opportuno ricordare che alcune salmonelle crescono con colonie di dimensioni
piu piccole di quelle accennate in precedenza. Difatti le salmonelle gallinarum-
pullorum, cholerae-suis, typhi-suis, abortus-ovis, abortus-equi (e poche altre) svi-
luppano in 24 ore con colonie “ nane”, del diametro di 0,5-1 mm o anche meno,
mostrando viraggi di colore poco pronunciati (se confrontati con quelli delle sal-
monelle a sviluppo normale), ad esempio verde chiaro invece che giallo su Gas-
sner o rosa invece che rosso su Brillant Green Agar (BGA). Questo fatto puo por-
tare ad errori di lettura delle piastre.
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Tabella 10 - Colori delle colonie di sospetta Salmonella su alcuni terreni seletti-

vi e/o differenziali

Terreno

Colore delle colonie di sospetta Salmonella

Mac Conkey Agar

incolori o rosa pallido

Gassner Agar

gialle

Hektoen Enteric Agar

incolori con o senza centro nero

Brillant Green Agar (BGA)

rosse

Desossicolato Citrato Agar (DCA)

incolori con o senza centro nero

Salmonella-Shigella Agar (SS)

incolori con o senza centro nero

Agar solfito di bismuto (BSA)

nere lucenti

Rambach Agar rosse
XLD Agar rosse
Endo Agar incolori
XLT4 Agar nere

6.2 Conteggio delle cellule di Salmonella

MATERIALE

Soluzione sterile di Ringer

Pipette graduate sterili monouso

provette)
Provette di terreno Kligler Iron Agar

Antisiero polivalente Salmonella

Sacchetto richiudibile sterile per Stomacher

Flaconi sterili con tappo a vite della capacita di 100 ml

Terreno di pre-arricchimento Acqua peptonata tamponata a doppia concentrazione (2X) dis-
tribuita in provettoni a 10 ml (per una determinazione analitica = 9 provettoni)

Provette di arricchimento Brodo selenito cistina (9 provette) e Brodo Rappaport-Vassiliadis (9

Piastre Petri di terreno Hektoen Enteric Agar (18 piastre)

Materiale per I’esecuzione dei test biochimici necessari per 1'identificazione di Salmonella
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METODO DEL NUMERO PIU PROBABILE (MPN) A 3 PROVETTE

1.
2.
3. Allestire dall’omogenato le diluizioni decimali 10-! ¢ 10-2 in soluzione di Rin-

A\

8.

9.

Diluire 1:10 il materiale di partenza in soluzione sterile di Ringer (ad esempio
10 grammi o ml + 90 grammi o ml).
Omogeneizzare in Stomacher per 1-2 minuti.

ger (10 + 90 ml).

. Dalla sospensione iniziale del materiale e dalle diluizioni decimali 10-! e 10-2

seminare 10 ml in altrettanti provettoni contenenti ciascuno 10 ml di pre-arric-
chimento (Acqua peptonata tamponata 2 X).

. Incubare il pre-arricchimento a +37 °C per 18-24 ore.
. Trapiantare da ciascun pre-arricchimento 1 ml in Brodo selenito cistina e 0,1 ml

in Brodo Rappaport-Vassiliadis.

. Incubare gli arricchimenti a +37 °C (Brodo selenito cistina) e a +42 °C (Brodo

Rappaport-Vassiliadis) per 18-24 ore.

Piastrare ciascuna provetta di arricchimento su una piastra di Hektoen Enteric
Agar.

Incubare le piastre capovolte a +37 °C per 24 ore.

Procedere per le fasi successive (trapianto delle colonie sospette in Kligler, selezio-
ne dei trapianti, identificazione biochimica e sierologica delle colture ottenute) co-
me descritto per la ricerca qualitativa delle salmonelle.

Dalle piastre contenenti Salmonella, determinare il numero delle corrispondenti
provette di pre-arricchimento da considerare positive.

Calcolare il numero presuntivo di salmonelle per grammo di campione, utilizzando
la seguente tabella dell’ MPN valevole per grammi 1 - 0,1 - 0,01 di materiale di
partenza :
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Numero di tubi positivi MPNin g Numero di tubi positivi MPNin g
oml oml
gom |goml |[(goml goml gom |[goml
1 0,1 0,01 1 1 0,1 0,01 1
0,1 0,01 0,001 01 0,1 0,01 0,001 0,1
0 0 0 <0.3 2 2 1 2,8
0 0 1 0,3 3 3 0 2,9
0 1 0 0,3 3 0 0 2
0 2 0 0,6 3 0 1 4
1 0 0 04 3 0 2 6
1 0 1 0,7 3 1 0 4
1 1 0 0,7 3 1 1 7
1 1 1 1,1 3 1 2 12
1 2 0 1,1 3 2 0 9
1 2 1 1,5 3 2 1 15
1 3 0 1,6 3 2 2 21
2 0 0 0,9 3 2 3 29
2 0 1 1,4 3 3 0 20
2 1 0 1,5 3 3 1 50
2 1 1 2,0 3 3 2 110
2 2 0 2,1 3 3 3 >110

Esempio di calcolo

Numero di provette di pre-arricchimento, risultate positive per Salmonella, ini-
zialmente seminate con:

- omogenato di partenza (contenente 1 grammo di materiale/ml) ........... 2 su3
- diluizione 101 (0,1 grammi / mMI) ..coccovieiiiriieieiieieeeeee e 1 su 3
- diluizione 102 (0,01 grammi / ml) ......ccoooivieviieieiiieieseeieie e 0 su 3

Confrontando sulla tabella dell’ MPN, ai numeri 2 -1 -0 corrispondono 1,5
salmonelle per grammo o ml di materiale.

In realta il calcolo fatto col metodo MPN ¢ soggetto ad una variabilita di risul-
tati. Con il 95% di probabilita quel materiale conteneva da un minimo di 0,4 ad
un massimo di 4,4 salmonelle per grammo o ml.
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7. TIPIZZAZIONE SIEROLOGICA

Kauffmann ha codificato il sistema di tipizzazione sierologica delle salmonelle at-
traverso numerosi lavori, pubblicati in oltre trent’anni di studi e mirabilmente rias-
sunti in un’unico testo del 1966 intitolato “The Bacteriology of Enterobacteria-
ceae”, in cui ¢ contenuto anche il famoso schema che da lui prende il nome.

Nello stesso volume I’ Autore afferma che “senza sierologia non e possibile alcuna
tipizzazione”, ribadendo il concetto secondo il quale le salmonelle prima si identifi-

cano come genere con le prove biochimiche e poi si tipizzano come specie con le
prove sierologiche (in questo caso con le agglutinazioni).

7.1 Procedura consigliata per la tipizzazione sierologica

La reazione sierologica che si impiega comunemente in laboratorio per la tipizza-
zione delle salmonelle ¢ 1’agglutinazione, che pud essere praticata in una delle due
forme piul note, rapida su vetrino o lenta in provetta.

L’agglutinazione rapida si applica correntemente per la diagnosi degli antigeni so-
matici O oppure degli antigeni flagellari H. E inoltre praticata per saggiare con il
siero poliagglutinante anti-Salmonella le colture pure su Kligler, realizzate parten-
do da colonie staccate, isolate sulle piastre dei vari terreni selettivi.
L’agglutinazione lenta pud essere applicata alla diagnosi degli antigeni flagellari H,
in alternativa all’agglutinazione rapida su vetrino.

NOTA - La scelta del metodo di agglutinazione dipende dalle preferenze del

microbiologo e va decisa prima di passare alla realizzazione pratica, in

quanto i sieri diagnostici da usare per le agglutinazioni rapide non sono

adatti per quelle lente (e viceversa).

Inoltre va tenuto presente quanto segue:

® il metodo dell’agglutinazione rapida ¢ piu veloce e apparentemente piul
semplice da realizzare, ma richiede una certa abilita ed esperienza nel-
[’operatore, acquisibile solo con una buona pratica.

® il metodo dell’agglutinazione lenta ¢ pin complesso e dispendioso, va be-
ne se il laboratorio tratta costantemente un numero programmabile di ti-
pizzazioni. Richiede da parte dell’operatore una minore esperienza com-
plessiva, ma una certa attenzione specialmente nella lettura dei risultati.

L’intero percorso per la tipizzazione sierologica delle salmonelle comprende le se-
guenti tappe:

1. Preparazione dell’antigene
2. Agglutinazione somatica O
3. Agglutinazione flagellare H (prima agglutinazione)

66



Parte Prima: 7. Tipizzazione sierologica

4. Separazione, eventuale, tra fase 1 e fase 2
5. Agglutinazione flagellare H (seconda agglutinazione)

Possono essere ancora necessarie alcune prove biochimiche per distinguere fra loro
salmonelle sierologicamente non differenziabili (ad esempio, S. pullorum e S. gal-
linarum).

7.2 Preparazione dell’antigene

Se viene applicato il metodo dell’agglutinazione rapida su vetrino (indifferente-
mente per la ricerca degli antigeni O e degli antigeni H) va bene la coltura gia pre-
sente su terreno di Kligler, conservata in frigorifero fino al momento dell’uso.

Se si usa il metodo dell’agglutinazione lenta per la ricerca degli antigeni H, dal Kli-
gler si trapianta un’ansata di patina batterica in una provetta 16 X100 mm conte-
nente 2 ml di Trypticase Soy Broth (TSB).

Dopo incubazione in termostato a +37°C per 18-24 ore, si raddoppia la brodocoltu-
ra sviluppata con una uguale quantita di soluzione fisiologica 1 % formolata, si agi-
ta per mescolare e si conserva la provetta a temperatura ambiente fino all’esecuzio-
ne delle agglutinazioni.

NOTA

1.Le colture di Salmonella su Kligler in attesa di tipizzazione vanno trapian-
tate dopo una settimana, in modo da avere ceppi freschi che meglio agglu-
tinano.

2.Colture di Salmonella conservate per lungo tempo (oltre un mese) in frigo-
rifero su terreni solidi possono perdere le caratteristiche di mobilita inizia-
li, utili ai fini dell’agglutinazione flagellare. Pertanto in questi casi e op-
portuno sottoporre il ceppo ad un passaggio in una provetta contenente
BHI + agar allo 0,3 % e tubo di Craigie, con incubazione a +37 °C, fino
ad avvenuta migrazione per mobilita e quindi trapiantare in TSB.

3.Le provette contenenti I’ antigene formolato, pronto per I’agglutinazione
lenta, possono essere conservate in frigorifero per alcuni giorni se la pro-
va viene rimandata.

7.3 Agglutinazione somatica O

Nell’agglutinazione somatica le cellule batteriche si uniscono per i poli, formando
rapidamente degli aggregati di tipo finemente granulare all’occhio dell’osservatore.
Questi aggregati, oltre che di piccole dimensioni, sono piuttosto labili e si lasciano
sciogliere se I’operatore eccede nell’agitare la miscela siero-antigene.

In pratica, si pone un vetrino porta-oggetti (ben pulito e sgrassato) su un piano di
vetro illuminato da luce trasmessa e si depone sul vetrino una goccia del siero dia-
gnostico da usare.
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Con I’ago da batteriologia, sterilizzato e raffreddato, si preleva una piccola quantita
di patina batterica dalla superficie della coltura su Kligler, evitando di trascinare nel
prelievo frammenti di agar provenienti dal terreno e operando in condizioni di steri-
lita, vicino alla fiamma del bunsen.

Si depone delicatamente la quantita di patina batterica con I’ago vicino alla goccia
di siero, senza mettere immediatamente la patina a contatto con il siero stesso, per
evitare la formazione di grumi.

Con la punta dell’ago, senza flambare, si procede quindi a trasportare, in piu ripre-
se, piccole quantita di siero dalla goccia sulla patina, mescolando con movimento
circolare, in modo da disperdere i germi.

Quando la patina si ¢ stemperata, si completa con 1’ago la miscelazione dei germi
con I’intera quantita di siero presente sul vetrino.

Si continua con 1’ago (per 1 minuto circa) a mescolare i germi nel siero, con movi-
mento circolare, evitando di allargare eccessivamente il diametro della goccia.
Prima di procedere alla lettura dell’agglutinazione, ¢ consigliabile abbandonare 1’a-
g0 (che va flambato) e sollevare con entrambe le mani il vetrino, per completare la
miscelazione dell’antigene nel siero con tre o quattro movimenti di oscillazione
del vetrino stesso.

In caso di agglutinazione positiva, al termine del tempo prefissato si devono poter
apprezzare ad occhio nudo piccoli granuli bianchi, omogeneamente dispersi nell’in-
tera goccia di siero, divenuta, attorno alle granulazioni, decisamente trasparente.

In caso di agglutinazione negativa, i germi, restando liberamente in sospensione
nel siero, provocheranno un’intorbidamento dello stesso, che assumera un aspetto
lattiginoso ed opaco.

NOTA

Per facilitare la prova di agglutinazione rapida, & consigliabile avere a disposi-
zione il seguente materiale:

® Un tavolinetto dotato di illuminazione trasmessa, del tipo usato per visua-
lizzare le diapositive.

® Una micropipetta da 20 microlitri, con puntali per deporre sul vetrino le
gocce dei vari sieri.

® Un supporto con puntali per micropipetta. Il puntale gia usato va cambiato
prima di passare ad un altro siero.

® Un supporto contenente i flaconi dei sieri diagnostici, che devono sostare
fuori dal frigorifero per il tempo strettamente necessario all’esecuzione del-
le prove.

® Ago, bunsen, un contenitore per raccogliere i vetrini usati, un foglio di lavo-
ro per annotare immediatamente 1’esito delle agglutinazioni, man mano che
vengono lette.

ATTENZIONE !! I germi agglutinati non vengono inattivati dai sieri dia-
gnostici e pertanto possono infettare I’operatore distratto.

Si raccomanda quindi di usare i guanti e di eliminare i vetrini usati diretta-
mente nei rifiuti speciali, senza ulteriori manipolazioni.
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7.4 Agglutinazione flagellare H

L’agglutinazione H, a differenza di quella somatica, comporta 1’aggregazione delle
cellule batteriche che si affiancano e si uniscono mediante i flagelli. Gli aggregati
formati sono pil grossi (e quindi pit evidenti), piu lenti ad apparire e a scomparire.

Modalita operative

® mediante agglutinazione rapida su vetrino
® mediante agglutinazione lenta in provetta o in piastra

a) agglutinazione rapida su vetrino

La tecnica ¢ sovrapponibile al metodo descritto per I’esecuzione della ricerca degli
antigeni O, usando quindi come antigene la patina colturale sviluppata su terreno di
Kligler e come anticorpi i vari sieri H, contraddistinti da lettere minuscole dell’alfa-
beto (a, b, ¢, ecc) o da numeri (1,2 ecc).

Va tenuto presente che i sieri H sono in realta dei sieri OH, nei quali gli anticorpi
contro gli antigeni somatici non sono stati eliminati. Per evitare agglutinazioni in-
desiderate (dovute agli anticorpi anti-O) questi sieri vengono sempre impiegati a di-
luizioni (o titoli) superiori rispetto a quanto si usa per i sieri O (in pratica, gene-
ralmente diluiti 1:100, mentre per i sieri O si tratta di titoli varianti tra 1:5 e 1:40).

NOTA

® | sieri H per agglutinazione rapida andrebbero, teoricamente, saggiati tutti
verso il ceppo in esame. Per motivi pratici, il laboratorista si pone delle
priorita, regolandosi in base alla sua esperienza e provando innanzitutto i
fattori sierologici piu probabili. Ad esempio, considerera, nell’ordine, la
fonte d’isolamento della Salmonella, quali sono i ceppi locali piit frequenti,
quali sierotipi possono corrispondere agli antigeni O gia trovati, ecc.

® Per ’agglutinazione rapida su vetrino nella ricerca degli antigeni H ¢ neces-
sario miscelare con I’ago germi e siero per circa 2 minuti, prima di leggere
il risultato.

b) agglutinazione lenta in provetta o in piastra

La tecnica ¢ pit complessa dal punto di vista dell’organizzazione iniziale del lavo-
10.

Come gia riportato, I’antigene ¢ costituito in questo caso da una brodocoltura di 24
ore in Trypticase Soy Broth (TSB), raddoppiata in volume con soluzione fisiologica
1% formolata.
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I sieri vengono usati a diluizioni elevate, per evitare reazioni crociate dovute agli
anticorpi O (generalmente i sieri H per agglutinazione lenta vengono diluiti ad una
diluizione di lavoro pari a 1:500, corrispondente ad una diluizione finale di 1:1000
(considerata 1’ulteriore diluizione 1:2 apportata dall’aggiunta dell’antigene in
TSB).

Anche in questo caso, teoricamente, il laboratorista dovrebbe saggiare tutti i sieri H
disponibili verso il ceppo in esame.

Esiste tuttavia per la prova lenta la possibilita di usare dei pool di sieri H, chiamati
di Spicer-Edwards dal nome dei due Autori che li hanno introdotti.

Si tratta di sette pool di sieri, distribuiti nei vari pool secondo una scacchiera, in
modo tale che dalle varie combinazioni risultanti sono riconoscibili 35 fattori anti-
genici.

Lo schema della composizione dei pool di Spicer-Edwards ¢ la seguente (tabella
11):

Tabella 11 - Composizione dei pool di Spicer- Edwards

antigeni H pool 1 pool 2 pool 3 pool 4
a + + + -
b + + - +
C + + - -
d + - + +
e,h + - + -
G complex * + - - +
[ + - - -
k - + + +
r - + - +
y - + - -
z - - + +
z4 complex ** - - + -
Z10 - - - +
Z9 . + + .

e, inoltre, per i rimanenti tre pool la composizione ¢ la seguente :

antigeni H nome del pool numero del pool
e n,x ;e n,zs EN complex 5
L, v;l,w;l, 243 |, Zog L complex 6
1,2:1,5;1,6;1,7 ; z6 1 complex 7

70




Parte Prima: 7. Tipizzazione sierologica

NOTA
*G complex comprende i seguenti antigeni :

f,g;f,g,s;f,gt;gm;gmq;gms;gm,t;gp;gpP.s;&pP-u;84q;8e,
s,t;g,t;m,p,t,u;m,t.

%z, complex comprende i seguenti antigeni :
Z45 293 5 Z45 224 5 245 Z3)

Il rapporto tra sieri e antigeni ¢ sempre di 1:1.
1l tempo d’incubazione delle prove é di un’ora.
La temperatura d’incubazione ¢ di +50 °C in bagnomaria.

NOTA
Dopo la lettura delle agglutinazioni H con i pool di Spicer-Edwards & consi-
gliabile ripetere 1’agglutinazione con il singolo siero individuato responsabile
dell’avvenuta agglutinazione. Si usa lo stesso procedimento.

La ripetizione delle agglutinazioni con i singoli sieri ¢ indispensabile
quando i pool che hanno agglutinato sono: G complex, z, complex, EN
complex, L. complex, 1 complex.

Modalita pratiche per Uallestimento dell’agglutinazione lenta H su piastra,
secondo un micrometodo economico di facile standardizzazione

L’ agglutinazione lenta & nata come agglutinazione da effettuare nelle classiche
provette da sierologia (8 X120 mm). Tuttavia con I’avvento della plastica mo-
nouso sono apparse pill convenienti le piastre a 48 pozzetti impiegate per le
colture cellulari.

Anticorpi - Per allestire la prima agglutinazione H, ciascuno dei sette pool di Spi-
cer-Edwards viene distribuito su una colonna verticale di pozzetti della piastra in
ragione di ml 0,25 per pozzetto, usando una micropipetta a ripetizione.

I puntali utilizzati non devono venire a contatto con pil di un siero e pertanto vanno
allontanati, subito dopo 1’uso, per essere accuratamente lavati e riutilizzati (vedi av-
vertenza piit avanti).

Antigeni - Per ogni ceppo da esaminare si pratica la distribuzione della brodocoltu-
ra (in TSB raddoppiato con soluzione fisiologica 1% formolata) in ragione di ml
0,25 per pozzetto su una fila orizzontale di sette pozzetti, avvalendosi delle stesse
micropipette ripetitive sulle quali, per ogni ceppo, si monta un puntale diverso.
Incubazione - Dopo aver delicatamente miscelato il contenuto dei pozzetti con un
leggero scuotimento orizzontale della piastra, si procede all’incubazione della stes-
sa per 1 ora in bagnomaria termostatato a +50 °C, avendo cura di controllare il li-
vello dell’acqua che deve arrivare a meta circa dei pozzetti della piastra.
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Lettura - Al termine dell’incubazione, le agglutinazioni appaiono come grossi ag-
glomerati a forma di fiocco biancastro, ben visibili ad occhio nudo, all’interno del
siero che rimane limpido. I fiocchi non scompaiono nemmeno dopo un leggero
scuotimento della piastra.

Le reazioni negative presentano invece una sospensione torbida e lattescente.

Attenzione!

La presenza di soluzione formolata non garantisce Uinattivazione immedia-
ta delle Salmonelle.

Pertanto si raccomanda, per la sicurezza dell’operatore, ’uso di guanti e di
un recipiente contenente una soluzione disinfettante, nella quale gettare i
puntali da micropipetta usati (recuperabili in un secondo tempo, previo ac-
curato lavaggio in acqua calda e detersivo, seguito da due risciacqui in ac-
qua demineralizzata).

7.5 Separazione delle fasi 1 e 2

Dopo aver effettuato le agglutinazioni O e la prima agglutinazione H, il laboratori-
sta conosce gia una parte della struttura antigenica del ceppo in esame, ad esempio
la struttura 1,9,12 : g,m-.

Dalla consultazione dello schema di Kauffmann-White si pud desumere che a que-
sta struttura antigene corrisponde il sierotipo Salmonella enteritidis, che possiede
una fase sola e per questo ¢ detto monofasico.

In casi come quello portato ad esempio la tipizzazione ¢ gia conclusa.

Tuttavia, dallo schema citato si puo vedere che la maggior parte delle salmonelle ¢
bifasica, vale a dire possiede due fasi antigeniche H, chiamate fase I e fase 2.

Al momento della prima agglutinazione H non si puo prevedere con quale fase il
ceppo in esame si presentera.

Difatti, esistono uguali probabilita che esso mostri gli antigeni della fase 1 oppure
quelli della fase 2; raramente, il ceppo puo anche mostrare contemporaneamente
entrambe le fasi 1 e 2.

Procedimento pratico consigliato per la separazione delle fasi H

Sono stati elaborati pili metodi per evidenziare la fase che non ha reagito alla pri-
ma agglutinazione H.

Tra questi si ricorda il metodo di Swen-Gard, che consiste nel seminare il ceppo al
centro di una piastra contenente un terreno nutritivo agarizzato semi-solido addi-
zionato con una piccola quantita di siero anti-Salmonella corrispondente alla fase H
conosciuta (e quindi da inibire). Dopo incubazione, la Salmonella, essendo mobile,
si sviluppera formando una patina batterica di forma circolare, alla cui periferia sa-
ranno presenti cellule batteriche dotate di fase sierologica H differente da quella
iniziale (passaggio da fase 1 a fase 2 o viceversa).
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Trapiantando con ’ansa dalla patina periferica entro una provetta di brodo, sara
possibile ripetere I’agglutinazione H per trovare la fase mancante.

Piu recentemente (Cruickshank, 1965) ¢ stato introdotto il metodo di Craigie, che
riprende lo stesso principio di Swen-Gard, ma in provetta. Questo metodo prevede
quanto segue:

1.

O 0

Si preparano delle provette per sierologia (mm 8X120), complete di tappo, con-
tenenti un tubetto di vetro (della lunghezza di circa 4 cm e del diametro esterno
di circa 4 mm) aperto alle due estremita e si sterilizzano in stufa a secco per 1
oraa+160 °C.

. Si prepara il terreno semi-solido BHI + agar allo 0,15% che viene sterilizzato in

autoclave a +121°C per 15 minuti.

. Dopo raffreddamento a circa +50 °C, si unisce sterilmente al terreno, in un reci-

piente sterile, il siero corrispondente alla fase H gia nota che si vuole inibire.
La quantita ottimale di siero da miscelare al terreno ¢ pari a ml 0,1 di siero con-
tro ml 25 di terreno (diluizione siero / terreno = 1/250).

. In ciascuna provetta sterile contenente un tubo di Craigie si dispensano circa ml

2 di terreno + siero.

. Le provette realizzate (non utilizzate subito) sono conservabili in frigorifero per

1 mese.

. 1I ceppo viene seminato con 1’ago all’interno del tubetto e la provetta viene in-

cubata a +37 °C in termostato fino a quando la Salmonella, mobile, si sara svi-
luppata completamente all’interno del tubetto, risalendo poi verso la superficie
del terreno, fuori dal tubetto stesso.

. Generalmente questo percorso richiede da 24 a 48 ore di incubazione.
. Si trapianta con I’ansa il ceppo in TSB, prelevandolo dalla superficie.
. Siincuba a +37°C per 18-24 ore e si ripete I’agglutinazione H.

NOTA

® Non sempre la separazione di fase H riesce al primo tentativo.

Si consiglia di ripetere (fino a tre volte) il metodo di Craigie, partendo

sempre dalla coltura pura in Kligler e seminando ogni volta una nuova

provetta con il tubo di Craigie per la separazione delle fasi. Dopo ciascun

tentativo vi saranno i necessari trapianti in TSB e ’agglutinazione H.

Questo metodo ¢ applicabile anche alla procedura di tipizzazione con ag-

glutinazione rapida su vetrino, adoperando al posto del TSB un terreno

solido (come il TSA).

® Si consiglia di preparare periodicamente dei gruppi di provette per la sepa-
razione delle fasi, contenenti, ciascuno, gli anticorpi corrispondenti ai pin
frequenti antigeni da inibire (ad es. gli antigeni d ; e,h ; k ; i ; L complex ;
EN complex ; I complex, ecc.

® Le provette per la separazione delle fasi vanno conservate in frigorifero e
rinnovate mensilmente.
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Solo nel caso di sierotipi riconosciuti nello schema di Kauffmann-White come bifa-
sici € necessario procedere alla ricerca dell’altra fase, rispetto a quella gia trovata.
La procedura ¢ la seguente:

1. Dalla provetta di separazione delle fasi si trapianta in TSA (se si intende proce-
dere all’agglutinazione rapida su vetrino) oppure in TSB (per 1’agglutinazione
lenta).

2. Siincuba in termostato a +37 °C per 18-24 ore.

3. Se si usa il trapianto in TSA non occorrono altre operazioni intermedie e si puo
usare subito la patina colturale per effettuare 1’agglutinazione rapida su vetrino
con i sieri H.

4. Nel caso dell’agglutinazione lenta, la brodocoltura in TSB va raddoppiata con
soluzione fisiologica 1% formolata.

5. La tecnica dell’agglutinazione lenta per la seconda agglutinazione ripete esatta-
mente quanto descritto in precedenza per la prima agglutinazione flagellare H.

6. Al termine della seconda agglutinazione si consulta lo schema di Kauffmann-
White per ricavare, dalla formula antigenica ottenuta (comprendente la struttura
antigene O e la struttura antigene H, divisa in fase 1 e fase 2) la tipizzazione fi-
nale.

7. La maggior parte delle salmonelle possiede nello schema un nome (dato dal-
I’ Autore che ha effettuato il primo isolamento di quel dato sierotipo, adoperan-
do nomi di fantasia o denominazioni geografiche o relative all’animale portato-
re, ecc).

La denominazione completa di un sierotipo comprende la sequenza illustrata nel
seguente esempio:

Salmonella typhimurium 4,5, 12 : i - 1,2
(antigeni O) (antigeni H) (antigeni H)
fase 1 fase 2

8. I'sierotipi senza nome sono indicati con la sola struttura antigene (es. Salmonel-
la43:a-zg)

AVVERTENZA IMPORTANTE !

Non sempre la tipizzazione di un ceppo di Salmonella si conclude senza diffi-
colta, come puo apparire dalla descrizione fin qui fatta.

Esistono ceppi che necessitano di un lavoro pitt complesso. Il laboratorista de-
ve mettere in conto imprevisti che ritardano la conclusione dell’analisi.

Nella casistica sotto riportata ¢ contenuto un repertorio di possibili situazio-
ni anomale.
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7.6 Casi particolari

Vengono descritti qui di seguito i possibili comportamenti anomali dei
ceppi da tipizzare, preceduti dal simbolo ° e, per ogni caso che si presenti,
viene schematicamente tratteggiato il percorso da applicare per tentare la
tipizzazione sierologica, integrabile con prove biochimiche differenziali.
In qualche caso il laboratorista si potra trovare nell’impossibilita di tipiz-
zare in maniera convincente un ceppo di Salmonella e dovra optare per la
conclusione di “Salmonella non tipizzabile”.

1) Ricerca antigeni O ( metodo: agglutinazione rapida su vetrino)

Il ceppo da tipizzare presenta il seguente comportamento:

Caso 1
® Non agglutina con i sieri O - E poliagglutinante negativo o dubbio.

Cosa fare:
Sospensione in soluzione fisiologica da originale
Semina a colonie staccate su Hektoen
+37° C per 24 ore
Trapianto di due colonie in Kligler
+37 °C per 24 ore
Poliagglutinante
Prove biochimiche

Caso 2
® Agglutina parzialmente con un siero O - Risponde ai sieri H.

Cosa fare:
Trapianto diretto da originale su s/lant di agar glicerinato e semina Enterotube o
API 20 E o altro metodo equivalente
+37 °C per 24 ore
Ripetizione delle agglutinazioni O

Caso 3
® Agglutina con piu sieri O.

Cosa fare:
Sospensione da originale
Semina in Hektoen
+37 °C per 24 ore
Vedi caso 1 per il seguito
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Caso 4
@ Non agglutina con i principali sieri O - E poliagglutinante positivo.

Cosa fare:

Proseguire con la ricerca degli antigeni H
Consultare lo schema di Kauffmann-White
Saggiare i sieri O delle possibili combinazioni

2) Ricerca antigeni H (metodo: agglutinazione lenta a +50 °C per I ora)

Il ceppo da tipizzare presenta il seguente comportamento:

Caso 1
® Non agglutina con nessun siero H - E poliagglutinante + e 9,12 +
Presenta caratteristiche colturali e anamnestiche proprie della S. gallinarum-
pullorum.

Cosa fare:

Da originale semina le prove biochimiche (Enterotube o API 20E o altro metodo
equivalente)

Semina un tubo di Craigie per la mobilita (BHI + siero 5% + agar 0,3 %)

+37 °C per 7 giorni

Semina prove biochimiche differenziali (dulcite, lisina / ornitina / arginina decar-
bossilasi, H,S, d-tartrato)

+37 °C per 7 giorni

. Caso 2
®Non agglutina - E diverso come antigeni O da 9,12.

Cosa fare:

Da originale semina le prove biochimiche (Enterotube o API 20E o altro metodo
equivalente)

Semina il zest della mobilita

+37 °C per 24 ore (per le prove biochimiche)

+37 °C per 48 ore (per il test della mobilita)

Trapianto da mobilita in TSB

+37 °C per 24 ore

Agglutinazione

Semina tubetto per separazione fasi

In caso di mancata agglutinazione, trapianto da mobilita in mobilita per due volte
consecutive (totale = 3 tubi per test mobilita)

Dal terzo passaggio della mobilita semina un TSB

+37 °C per 24 ore

Agglutinazione
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Caso 3
® Agglutina con piu sieri e non corrisponde come struttura antigene H allo
schema di Kauffmann-White.

Cosa fare:

Sospensione da originale in soluzione fisiologica

Semina su piastra di Hektoen

+37 °C per 24 ore

Trapianto di due colonie su Kligler

+37 °C per 24 ore

Semina prove biochimiche (Enterotube o API 20E o altro metodo equivalente)
Semina dai Kligler in due TSB

+37 °C per 24 ore

Ripetizione delle agglutinazioni con poliagglutinante, sieri O e sieri H

Caso 4
® Agglutina, ma sullo schema di Kauffmann-White esistono piu sierotipi con
la stessa struttura antigene.

Cosa fare:

Dal Kligler semina le prove differenziali descritte da Kauffmann (1966)

+37 °C per 7 giorni

Per differenziare i ceppi del sub-genus (o sottospecie) Il (indicati come Salmonella
1I) ¢ sufficiente seminare una provetta di malonato

+37 °C per 24 ore

Se positivo, viraggio al blu (= Salmonella II)

NOTA - TRA I CASI PIU FREQUENTI DI SIEROTIPI DA DIFFERENZIARE
MEDIANTE PROVE BIOCHIMICHE, SE NE EVIDENZIANO ALCUNI (TA-
BELLA 12).

Tabella 12 - Casi piu frequenti di sierotipi con la stessa struttura antigene che
necessitano di prove biochimiche per essere differenziati

gruppo B (= antigeni O 4,5,12) in presenza di struttura antigene H = b - e,n,x

Salmonella malonato inosite ramnosio m-tartrato
sofia + - + -
abony - + + %
sladun - - + -
abortus-bovis - - % -
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gruppo D (=antigeni O 1,9,12) in assenza di antigeni H

Salmonella dulcite H.S lisina ornitina d-tartrato
gallinarum + +/- + - +
pullorum - + + + -

gruppo C (=antigeni O 6,7) in presenza di struttura antigene H=c - 1,5

Salmonella arabinosio dulcite trealosio d-tartrato mucato
cholerae-suis - % - + %
typhi-suis + % + - -
decatur + + + + +

v = comportamento variabile

inosite, ramnosio, dulcite, arabinosio, trealosio = test di fermentazione dei carboidrati
d-tartrato, m-tartrato, mucato = test di utilizzazione degli acidi organici

lisina, ornitina = fest di decarbossilazione degli aminoacidi

H,S = test di produzione dell’idrogeno solforato
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8. RICONOSCIMENTO DI BIOTIPI

Alcune salmonelle, statisticamente molto frequenti, sono state sottoposte a studi ac-
curati per cercare di suddividerle ulteriormente in fipi, allo scopo di riconoscere
meglio il loro “tracciato” epidemiologico ed eventualmente particolari attitudini al-
la virulenza.

Le specie piu indagate sono state le salmonelle typhimurium, wien, panama.

La prima di queste ha dato luogo ad una casistica che puod considerarsi esemplare
come modello di studio. Detta ricerca ¢ stata portata avanti da Autori dell’ Istituto
Pasteur di Parigi (Le Minor, Cordano) negli anni 1970-71, con I'intento di mettere
a disposizione dei laboratori meno attrezzati uno strumento diagnostico di facile
esecuzione, considerando la tipizzazione fagica (lisotipia) troppo indaginosa.

11 protocollo operativo proposto suddivide la S. typhimurium in 8 biotipi, attraverso
I’allestimento di quattro reazioni biochimiche classiche, comprendenti: tetrationa-
to-reduttasi, fermentazione di carboidrati (inosite e trealosio), utilizzazione di acidi
organici (d-tartrato), come si vede dalla tabella 13.

Per la composizione dei terreni si rimanda in APPENDICE.

Tabella 13 - Caratteri differenziali dei biotipi riconoscibili nella Salmonella
typhimurium

BIOTIPI tetrationato-reduttasi inosite trealosio d-tartrato
a + + + +
b + - + +
(o} + + - +
d + + + -
e + - + -
f - + + +
g - + - +
h - - + +

Dagli studi condotti in Francia, i biotipi pill frequentemente presenti in focolai epi-
demici di salmonellosi umana di notevoli proporzioni appartenevano ai biotipi “a”
(45%) oppure “b” (25,5%). La maggior parte dei ceppi classificati all’interno di
questi biotipi possedeva I’antigene somatico O 5, ritenuto un indice significativo di
patogenicita, in quanto espressione di un particolare cromosoma batterico.

Importante ¢ I’osservazione degli Autori francesi secondo la quale i ceppi di S.
typhimurium, isolati nello stesso periodo e nelle stesse regioni da polli, sono risul-

tati sprovvisti dell’antigene somatico O 5, pur appartenendo ai biotipi “a” oppure
“b”.
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9. TIP1ZZAZIONE FAGICA O LISOTIPIA
9.1 Nozioni di base

I batteriofagi sono dei grossi virus, delle dimensioni di 8-120 millimicron, che
parassitano i batteri. Quando vengono adsorbiti da questi ultimi, si infiltrano nel ci-
toplasma attraverso pori della membrana cellulare e si moltiplicano a spese delle
sostanze vitali del germe. Non sono visibili all’interno dei batteri, in quanto la loro
sostanza si mescola con quella dell’ospite. Dopo un certo tempo si formano delle
strutture nuove, dette profagi, dalle quali traggono origine i veri fagi infettanti, che
diventano liberi, visibili e capaci di parassitare altre cellule batteriche. Ogni fago
conserva in s¢ una parte del materiale genetico del batterio-madre, da usare per una
successiva replicazione. Pertanto i fagi possono trasmettere da un batterio all’altro
alcune proprieta indesiderabili legate al genoma (patogenicita, resistenza agli anti-
biotici, ecc).

Da una cellula batterica parassitata possono nascere circa 100 fagi. Il tempo di ge-
nerazione medio ¢ di 40 minuti.

Germi e batteriofagi convivono in natura, spesso senza conseguenze reciproche.
Solo se un germe contiene dei recettori specifici per determinati fagi, questi ultimi
possono attaccarlo e distruggerlo attraverso il fenomeno della lisi. Il possesso di re-
cettori specifici per determinati fagi costituisce uno strumento diagnostico utile alla
classificazione di un microrganismo a livello di genere, di specie oppure di sottoti-

po.
9.2 ’esempio del batteriofago polivalente O1 per le salmonelle

La tipizzazione fagica ¢ stata applicata in batteriologia nei confronti di numerose
specie, massimamente appartenenti ai generi Staphylococcus e Brucella, ma anche
Pseudomonas, Listeria, Escherichia coli, micobatteri e Salmonella.

All’interno di quest’ultimo genere sono stati studiati con i fagi parecchi sierotipi,
tra i quali S. enteritidis, typhimurium, dublin, cholerae-suis, sulla scia degli studi
storici di Felix e Callow sui sottotipi delle S. typhi e paratyphi B. Alcuni “fago-tipi”
di Salmonella sono diventati importanti epidemiologicamente (come, ad esempio,
S. typhimurium DT 104 e S. enteritidis PT4).

L’attuazione pratica della lisotipia applicata alla diagnostica richiede tuttavia un la-
boratorio specializzato, che lavori esclusivamente su questo settore in maniera con-
tinuativa. Per questa ragione ¢ preferibile che il batteriologo, operante in un labora-
torio medico o veterinario di normali dimensioni, si rivolga per il riconoscimento
dei fagotipi di Salmonella ad un Centro di Referenza per gli Enterobatteri.

Esiste tuttavia qualche applicazione inerente i fagi che puo essere presa in conside-
razione per la normale routine. Si tratta del batteriofago polivalente anti-Salmonella
denominato O1, in grado di sostituire, con qualche vantaggio temporale, la tradi-
zionale agglutinazione rapida con i sieri poliagglutinanti.

La storia di questo batteriofago ¢ interessante, essendo iniziata negli USA con gli
studi di Cherry, Davis, Edwards e Hogan (1954), per poi proseguire in Svezia con
Thal e Kallings (1955) e concludersi in Svizzera con Fey (1966).
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Con queste premesse, si ¢ ritenuto opportuno, per motivi di fattibilita, limitare la
trattazione dell’argomento “lisotipia” solamente all’uso del batteriofago polivalente
Ol.

Di conseguenza, questo fago viene preso come esempio illustrativo dei metodi che,
con opportune variazioni, servono in generale alla tipizzazione fagica delle salmo-
nelle.

Propagazione del batteriofago

Si coltiva un ceppo di S. paratyphi B (fagotipo 1) su BHI Agar. La patina, raccolta
con soluzione fisiologica sterile, viene seminata in Trypticase Soy Broth (TSB).
Dopo incubazione a +37 °C per 6 ore, si aggiunge il batteriofago O1 (10 ml su un
litro di brodocoltura) e si continua I’incubazione per altre 18 ore. La brodocoltura
viene poi centrifugata a 4000 rpm per 30 minuti ed il soprastante filtrato attraverso
Seitz EKS1.

Conservazione del batteriofago

La sospensione contenente il batteriofago O1 puo essere conservata per almeno 6
mesi in frigorifero a +4 °C, oppure in congelatore a -20 °C, dopo aggiunta dell’ 1%
di cloroformio.

Titolazione del batteriofago

Si effettua la titolazione di un batteriofago per stabilire la sua diluizione ottimale da
usare nella routine (Routine Test Dilution, RTD).

Dalla sospensione prodotta si allestiscono in TSB le diluizioni decimali (ml 1 + 9)
da 10-! a 10-!2. Da ciascuna diluizione si seminano con 1 ml due piastre Petri steri-
li vuote, nelle quali vengono poi introdotti ml 0,1 di brodocoltura di 24 ore in TSB
della S. paratyphi B e 15 ml di Nutrient Agar, autoclavato e raffreddato a circa +45
°C. Si mescola il contenuto delle piastre e si lascia solidificare a temperatura am-
biente per circa mezz’ora. Dopo incubazione delle piastre capovolte a +37 °C per
24 ore, si scelgono le due piastre che mostrano un numero di “placche di lisi” con-
teggiabile. Per “placca di lisi” si intende una piccola area circolare trasparente, in
cui ¢ assente la crescita batterica.

La media del numero di placche di lisi osservato sulle due piastre, moltiplicata per
il reciproco della corrispondente diluizione, rappresenta il titolo per ml della so-
spensione originale del batteriofago.

Determinazione della RTD del batteriofago

Il batteriofago O1 raggiunge titoli di 1010- 101! per ml di sospensione. Nella routi-
ne viene consigliata una diluizione del batteriofago inferiore di due logaritmi ri-
spetto al titolo. Pertanto 1’esperienza degli Autori suggerisce di diluire in TSB la
sospensione originale fino a 108 0 10-10,
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Impiego diagnostico del batteriofago

I ceppi di sospetta Salmonella da saggiare vengono seminati in 1 ml di TSB ed in-
cubati a +37 °C per 2-3 ore. Da ciascuna provetta un’ansata di brodocoltura viene
strisciata su un settore di piastra Petri contenente un terreno non selettivo (come il
Kligler Iron Agar) oppure selettivo (come I’Hektoen Enteric Agar), in modo da co-
prire una striscia di circa 2X1 cm. Si lasciano asciugare gli strisci a temperatura
ambiente per circa mezz’ora e quindi si depone al centro di ciascuno di essi un’ an-
sata di batteriofago preventivamente diluito alla RTD.

Non appena le piastre si presentano asciutte, ¢ possibile capovolgerle ed incubarle a
+37 °C per 5-6 ore, eventualmente per una notte.

In caso di esito positivo (cioe di lisi), si osserva, in corrispondenza dell’ansata di
batteriofago O1 deposta, una piccola area circolare trasparente in cui manca la pati-
na batterica.

Qualsiasi modificazione subita dalla patina batterica dei ceppi in esame va interpre-
tata come lisi. Reazioni incomplete sono state segnalate da Stellmacher ed altri Au-
tori in presenza di ceppi di Salmonella del gruppo E di Kauffmann (S. litchfield,
new brunswich, newington, adelaide, monschaui, berge, niarembe, milwaukee).

In questi casi dubbi ¢ consigliabile verificare 1’agglutinabilita della patina batterica
adiacente la zona, in qualche modo modificata, con un siero polivalente, mediante
un test rapido su vetrino.
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10. ANALISI DEL PROFILO PLASMIDICO E PCR

Biologia molecolare e profili plasmidici

I plasmidi sono particelle presenti nel citoplasma di numerosi batteri. Contengono
materiale ereditario extracromosomico che durante la coniugazione pud essere tra-
sferito ad altri individui. Vengono in questo modo trasmesse proprieta specifiche
del microrganismo donatore, ad esempio 1’antibiotico-resistenza o la produzione di
tossine.

L’analisi dei plasmidi consente di mettere in evidenza eventuali relazioni genetiche
esistenti fra salmonelle.

Il profilo plasmidico di un germe pud essere usato come marker epidemiologico, ad
esempio nello studio delle relazioni fra due ceppi, sierologicamente uguali, isolati
in una tossinfezione, oppure per distinguere i ceppi epidemici da quelli che non lo
sono.

La metodica ¢ stata applicata con successo per studiare le analogie fra ceppi di S.
enteritidis e di S. typhimurium. Presenta 1’inconveniente di dipendere da elementi
mutevoli nel tempo, in quanto i plasmidi si lasciano influenzare dalle condizioni
ambientali.

La tecnica consiste nell’estrazione del DNA plasmidico dal germe, seguita da elet-
troforesi. Nella lettura del percorso elettroforetico viene definita la dimensione di
ogni plasmide visualizzato, espressa in kilobasi, mediante confronto con plasmidi
standard di grandezza nota.

Due ceppi vengono ritenuti identici quando mostrano una sequenza di plasmidi di
uguali dimensioni.

Un metodo d’analisi valido per le salmonelle ¢ quello di Kado e Coll. modificato
(Mioni, 2001):

TECNICA PER LA DETERMINAZIONE DEL PROFILO PLASMIDICO NELLE
SALMONELLE

1 - Trasferire una singola colonia batterica in 2 ml di Luria Broth e incubare a +37
°C per una notte.

2 - Trasferire 1,5 ml di brodocoltura in una microprovetta e centrifugare a 14000
rpm per 5 minuti a temperatura ambiente.

3 - Rimuovere il sedimento per aspirazione e risospendere il pellet batterico in 20
mcl di EDTA O mM a pH 8.

4 - Aggiungere 100 mcl di soluzione di lisi preparata al momento.

5 - Incubare per 27 minuti a +58 °C in bagnomaria.

6 - Aggiungere 100 mcl di fenolo/cloroformio ed agitare delicatamente fino a che la
soluzione assume una colorazione biancastra. Lasciare decantare alcuni minuti.

7 - Centrifugare a 14000 rpm per 30 minuti a 20 °C.

8 - Rimuovere il surnatante ed aggiungervi Sample Buffer nel rapporto 1 : 10 ( 1
mcl di buffer ogni 10 di campione) e conservare a -20 °C.
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9 - Caricare 25 mcl della preparazione di DNA cosi ottenuta su gel di agarosio al-
1o 0,8%.

10 - Effettuare una pre-corsa elettroforetica di 15 minuti a 50 V, seguita da una cor-
sadi2orea 100 V.

11 - Colorare il gel per un’ora con soluzione di bromuro di etidio (1 mcg/ml).

12 - Osservare con trans-illuminatore a UV. Fotografare con pellicola Polaroid.

Soluzione di lisi (in acqua bidistillata)

3% SDS (sodium dodecyl sulphate)

50 mM Tris (tris-hydroxymethil-aminomethane)
0,075 N NaOH

DNA sample buffer (in acqua bidistillata)
15% Ficoll
5% Blu di bromofenolo

Electroforesis buffer (10x per 1 litro)
109,0 g Tris
55,6 g Boric acid
9,3 g EDTA

Polymerase Chain Reaction (PCR)

E’ una tecnica che puo essere usata per trovare infinitesimali quantita di un agente

infettivo presente in un campione, aumentando la quantita di una specifica sequen-

za nucleotidica contenuta nel microrganismo, attraverso un processo di sintesi di-

retta del DNA.

I metodi diagnostici basati sul riconoscimento del DNA si ritanno al principio es-

senziale della formazione di una molecola di acido nucleico a doppio avvolgimen-

to, partendo da due molecole complementari a semplice avvolgimento, attraverso

un procedimento di laboratorio chiamato “ibridizzazione del DNA”.

La tecnica passa attraverso tre successive fasi:

1. Estrazione del DNA dai batteri dopo pre-arricchimento tradizionale a +37 °C
per 6 ore.

2. Amplificazione della sequenza di una coppia di geni (selezionati perche caratte-
ristici) mediante aggiunta di appropriati oligonucleotidi (primers).

3. Ibridizzazione dei prodotti amplificati con oligonucleotidi (probes) coniugati
con un enzima capace di far colorare un substrato.
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2 2 porzione da amplificare
DNA originale XXXXXXXX 1
2
attacco dei ]
primers 0
1
estensione dei [ memeoe nuovo DNA complementare
primers 0
2
ciclo 1 1
completato nuova coppia di
(2 paia di DNA
filamenti) 2
attacco dei 0 1
primers e [Jmmeemen
2
0 1
---------------------- 0 nuova coppia di
estensione dei DNA
primers 0 nuova coppia di
------------------------------- DNA
0 2

La novita della PCR sta nella fase 2, dove intervengono i primers, corti segmenti di
DNA complementari alle terminazioni 5° e 3’ della sequenza da amplificare e dove
I’estensione dei primers ad opera della DNA polimerasi produce due filamenti di
DNA che sono copie identiche del filamento originale. Ad ogni ciclo, il numero di
copie del DNA aumenta di 2", dove n ¢ il numero dei cicli. Quindi dopo 30 cicli si
ottiene un’amplificazione del segmento specifico del DNA di circa 10° volte, con-
sentendo di visualizzare alcune sequenze di nucleotidi capaci di dare informazioni
utili per individuare un genere o una specie batterica.

E’ possibile evidenziare le salmonelle gia da una brodocoltura del campione in pre-
arricchimento, oppure da un ceppo gia isolato. Sfortunatamente questa tecnica non
distingue le cellule batteriche morte da quelle vive.

Una metodica valida per la diagnosi di salmonella ¢ quella proposta di Rahn e Coll.
modificata (Mioni, 2001).
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PCR - TECNICA PER LA RICERCA DELLE SALMONELLE DA PRE-AR-
RICCHIMENTO

Preparazione dei campioni da sottoporre a PCR

1. Inoculare il campione in acqua peptonata in rapportodi 1 : 10 e incubare a +37
°C per 18-24 ore (pre-arricchimento).

Centrifugare 1,5 ml di brodocoltura a 14000 rpm per 5 minuti.

Eliminare il surnatante e risospendere il pellet in acqua bidistillata sterile.
Bollire per 10-15 minuti.

Centrifugare a 14000 rpm per 2 minuti.

Prelevare il surnatante (contenente DNA) e conservare a -20 °C.

A e

Gli inneschi oligonucleotidici della reazione di amplificazione (primers invAl e
invA2) sono stati scelti interni al gene invA di Salmonella typhimurium, rispettiva-
mente in posizione 287-312 e 571-550. generano un prodotto di amplificazione di
284 bp e presentano la seguente sequenza nucleotidica:

invAl =5 - GTGAAATTATCGCCACGTTTCGGGCAA - 3’
invA2 =5 - TCATCGCACCGTCAAAGGAAACC - 3’

5 mcl di DNA vengono aggiunti alla miscela di reazione contenente 50 mM KCl,
10 mm Tris-HCI (pH 8,3), 100 microM di ciascun nucleotide (dATP, dCTP, dTTP,
dGTP), 0,075 microM di ciascun primer, 0,625 unita di Amplitaq polymerasi, 1,25
mM MgCl,

La reazione di amplificazione viene realizzata in un DNA Thermal Cycler secondo
le seguenti modalita:

una pre-denaturazione di 94 °C per 2 minuti, seguita da 35 cicli di amplificazione
(ciascuno dei quali caratterizzato da una denaturazione di 1 minuto a 94 °C, una fa-
se di primer annealing di 1 minuto e 30 secondi a 60 °C, un’estensione di 1 minuto
e 40 secondi a 72 °C) seguiti da una fase di post-estensione di 7 minuti a 72 °C.

Elettroforesi e visualizzazione dell’amplificato
10 mcl dell’amplificato cosi ottenuto vengono caricati su gel di agarosio al 2% e
fatti migrare per 1 ora a 100 V.

Seguono la colorazione del gel per 20 minuti in una soluzione di bromuro di etidio
(1 mcg/ml) e la successiva visualizzazione su trans-illuminatore a UV.
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11. PROVE DI SENSIBILITA’ AI FARMACI
PREMESSA

I farmaci antibatterici si dividono in antibiotici (di origine biologica) e chemiotera-
pici (di sintesi).

La scelta di uno piuttosto che di un altro principio attivo dipende, nella pratica me-
dica, dal tipo di batteri in causa, dalle possibilita di somministrazione, dalla distri-
buzione specifica negli organi, dagli effetti collaterali indesiderati, dalla tossicita.
L’antibiogramma & un fest di laboratorio in cui una serie di sostanze antibatteriche
viene messa a contatto con il microrganismo ritenuto causa dell’infezione.

Non ¢& un criterio di scelta per una terapia, in quanto la risposta in vitro non coinci-
de necessariamente con quella nell’individuo.

Inoltre la scelta degli antibiotici da somministrare non deve dipendere dall’ antibio-
gramma, ma dalle valutazioni del clinico in relazione alle condizioni dell’ammala-
to.

Poiche gli antibiotici vengono somministrati prima di avere il risultato dell” antibio-
gramma, quest’ultimo serve ad orientare il medico o il veterinario circa la sospen-
sione del farmaco che in vitro non ha effetto.

Le prove di sensibilita ai farmaci non rientrano nella tipizzazione delle sal-
monelle. Tuttavia, essendo il comportamento verso determinate sostanze anti-
batteriche un possibile corredo di notizie atte a caratterizzare meglio un cep-
po, si ¢ ritenuto di fare cosa utile riportando qui, brevemente riassunte, due
metodiche ben conosciute dai laboratoristi: I’antibiogramma standardizzato
secondo Kirby-Bauer e la determinazione della concentrazione minima ini-
bente (MIC) in piastra. Seguono alcuni dati statistici riportati come esemplifi-
cazione di nozioni generali sul fenomeno dell’antibiotico-resistenza, con par-
ticolare riguardo alle salmonelle.

11.1 ANTIBIOGRAMMA SECONDO KIRBY-BAUER

In sintesi, il metodo di Kirby-Bauer consiste nell’inoculare una brodocoltura del
germe in esame (opportunamente diluita fino a una certa densita) sulla superficie
del Mueller-Hinton Agar (un terreno in piastra con determinato spessore dell’agar),
sovrapponendo poi dei dischetti di carta impregnati con concentrazioni standard di
antibiotici.

Dopo incubazione in termostato, vengono misurati i diametri delle zone di inibizio-
ne alla crescita che si producono attorno ai dischetti.

Dal confronto dei diametri misurati in millimetri (mm) con una scala di lettura, si
definisce il microrganismo sensibile (S), intermedio (I), resistente (R). E stato di-
mostrato da Kirby-Bauer che i diametri di inibizione sono inversamente proporzio-
nali alla concentrazione minima inibente (MIC) degli antibiotici.
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Per allestire Iantibiogramma secondo Kirby-Bauer occorre:

una brodocoltura di Salmonella in brodo BHI (4 ml) gia sviluppata
una provetta-nefelometro per antibiogramma

due provette sterili 16XX160 mm per controllo di torbidita

una provetta con 10 ml di brodo BHI

una piastra di Mueller-Hinton Agar

un tampone sterile

dischetti di antibiotici

una pinza sterile

Pipette da 1 ml

Righello millimetrato

La metodica e la seguente:

1.

2.

vk

Partendo da una coltura pura (controllata con il Gram) seminare una provetta
con 4 ml di brodo BHI.

Incubare a +37°C fino ad intorbidamento percettibile (da alcune ore fino ad una
notte).

Confrontare la torbidita con un nefelometro preparato aggiungendo 0,5 ml di
soluzione all’1% di BaCl, . 2 H,O a 99,5 ml di acido solforico all’1%, usando
provette dello stesso diametro.

Diluire di conseguenza la brodocoltura con brodo BHI.

Agitare per mescolare e seminare una piastra di Mueller-Hinton agar su tutta la
superficie, usando un tampone sterile. Lo spessore del terreno nella piastra deve
essere di 4 mm.

Far asciugare I’inoculo tenendo la piastra a temperatura ambiente per 30 minuti
circa.

Deporre i dischetti degli antibiotici facendoli aderire al terreno con una pinza
sterile, disponendoli in cerchio, a circa 2 cm dal bordo della piastra.

. Incubare la piastra, senza capovolgerla, a +37°C per 18+24 ore. La lettura ¢

possibile gia dopo 6+8 ore in caso d’urgenza.

Misurare e annotare il diametro in mm della zona chiara d’inibizione attorno ai
dischetti. Nel caso dei sulfamidici (dove si forma un doppio alone) si misura 1’a-
lone esterno.

10.Confrontare i risultati con la tabella di Kirby-Bauer ed esprimere il risultato co-

me sensibile, intermedio, resistente (S,I,R) accanto al nome e alla concentrazio-
ne dell’antibiotico (espressa in mcg, mg, U.I.).

NOTA

11 controllo di qualita del metodo va allestito periodicamente provando alcuni degli
antibiotici tra quelli piu frequentemente usati verso almeno due ceppi batterici di ri-
ferimento (come S. aureus ATCC 25923 ed E. coli ATCC 25922).

Il diametro delle zone d’inibizione con questi ceppi di referenza non deve disco-
starsi pitt di 2 mm (per penicillina e ampicillina 3 mm) dal diametro riportato sulla
tabella di Kirby-Bauer.
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ESEMPIO DI CONTROLLO DI QUALITA

Antibiotico S. aureus ATCC 25923 E. coli ATCC 25922
Streptomicina 14+22 12+20
Tetraciclina 19+28 18+25

11. 2 DETERMINAZIONE DELLA CONCENTRAZIONE MINIMA INIBENTE
(MIC) SU PIASTRA

Esiste la possibilita di stabilire, per un dato farmaco, la quantita minima capace di
inibire in vitro il microrganismo patogeno contro il quale ¢ destinato. Questa alter-
nativa ¢ preferibile all’antibiogramma, in quanto consente di minimizzare il dosag-
gio del principio attivo al livello indispensabile per mantenere 1’efficacia, riducen-
do di conseguenza gli effetti indesiderabili (tossicita e induzione della resistenza).
Il metodo classico per stabilire la concentrazione minima inibente (MIC) prevede
di saggiare una brodocoltura batterica contro diluizioni in provetta del farmaco.
Attualmente si possono miniaturizzare le diluizione in piastra “microtiter”. Nei
pozzetti di ogni colonna si dispongono diluizioni scalari in base 2 degli antibiotici
da provare.

Introducendo la brodocoltura del germe in esame opportunamente dosata nei poz-
zetti, si diluisce ulteriormente il principio attivo e dopo incubazione si legge lo svi-
luppo batterico dalla torbidita del mezzo.

Si prende in considerazione la diluizione piu alta di antibiotico che denuncia, dalla
trasparenza del pozzetto, assenza di crescita batterica. Questa diluizione (espressa
in microgrammi di farmaco per millilitro, mcg/ml) corrisponde alla concentrazione
minima inibente (MIC) di quell’antibiotico.

Per allestire una determinazione di concentrazione minima inibente su piastra

occorre:

* una brodocoltura di Salmonella in 5 ml di Brodo Mueller-Hinton

* tre provettoni sterili vuoti

e 100 ml di Brodo Mueller-Hinton

* una piastra microtiter sterile a 96 pozzetti con fondo a U e relativo coperchio sterile

* una micropipetta da 50 mcl

e puntali sterili per micropipetta

e pipette graduate sterilida 1 e da 10 ml

La metodica ¢ la seguente:

1. 1l ceppo da esaminare viene seminato in una provetta con 5 ml di Brodo Muel-
ler-Hinton.

2. La brodocoltura, incubata a +37 °C per 24 ore, viene diluita 1:10000 con Brodo
Mueller-Hinton (ml 14+9), in modo da avere una concentrazione finale di circa
105 germi per ml.

3. Nelle colonne di una piastra microtiter vengono dispensate le diluizioni al rad-
doppio, opportunamente prestabilite e allestite in brodo Mueller-Hinton, degli
antibiotici selezionati da provare, in ragione di 50 microlitri per pozzetto. Nei
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pozzetti dell’ultima colonna si mettono 50 microlitri di diluente (vedi schema

sotto riportato ad esempio).

La brodocoltura diluita viene introdotta in tutti i pozzetti della piastra a 50 microlitri.

La piastra, chiusa col proprio coperchio, viene incubata a +37 °C per 18 ore.

. La lettura viene fatta osservando la piastra per trasparenza. L’ultima colonna
(controllo negativo) apparira torbida. Analizzando le altre colonne, si vedranno,
partendo dal basso, i primi pozzetti torbidi (= sviluppo batterico) e quelli nella
parte superiore limpidi (= assenza di crescita). La MIC, per ogni antibiotico,
corrisponde al primo pozzetto limpido che si incontra leggendo dal basso verso
I’alto la rispettiva colonna. Si possono presentare alcuni casi particolari:

- nessun pozzetto limpido = MIC > della piu alta fra le concentrazioni provate
(si deve riprovare cambiando il range delle diluizioni dell’antibiotico).

- tutti 1 pozzetti limpidi = MIC < della piu bassa fra le concentrazioni provate (si
deve riprovare cambiando il range delle diluizioni dell’antibiotico).

- non si vede nettamente il break-point, cio¢ il passaggio tra pozzetti con svilup-
po batterico e pozzetti sterili, avendo alcuni di essi un aspetto sfumato. Si pren-
de come MIC il primo pozzetto completamente trasparente.

- alternanza di pozzetti torbidi e limpidi = inquinamento (il zest ¢ da ripetere).

o0

SCHEMA ESEMPLIFICATIVO DI UNA PIASTRA MICROTITER NELLA QUALE SO-
NO STATE ALLESTITE LE DILUIZIONI DI ALCUNI ANTIBIOTICI (CONCENTRA-
ZIONI ESPRESSE IN MCG/ML) ED E’ STATO SEMINATO UN CEPPO DI SALMONEL-
LA (FASE DI LETTURA E DI INTERPRETAZIONE DEI RISULTATT).

Colonna 1 Colonna 2 Colonna 3 Colonna 4
Diluente + ceppo
A 64 32 64 -
B 32 16 32 -
C 16 8 16 -
D 8 4 8 -
E 4 R 2 4 -
F 2 1 2 -
G 1 0,5 1 -
H 0,5 0,25 0,5 -
amoxicillina ampicillina cefotaxime controllo
negativo
LETTURA

La concentrazione minima inibente (MIC) dell’amoxicillina sara, ad esempio, di 4 mcg/ml
se nella colonna 1 il primo pozzetto senza sviluppo batterico, apprezzabile ad occhio nudo,
¢ quello indicato dalla freccia.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

Il giudizio di sensibilita o di resistenza verso un antibiotico si desume confrontando il valo-
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re di MIC letta con apposite tabelle. In pratica, nell’esempio, un ceppo si considera resisten-
te quando cresce anche nei pozzetti compresi nella fascia di concentrazioni superiore (non
tratteggiata, indicata come fascia di resistenza).

FASCIA DI SENSIBILITA’
FASCIA INTERMEDIA
FASCIA DI RESISTENZA

11.3 ALCUNI DATI STATISTICI SULLE RELAZIONI FRA CEPPI DI SAL-
MONELLA E ANTIBIOTICI

Per tutti i ceppi di Salmonella i farmaci considerati attualmente di prima scelta, in
quanto pil attivi, sono: amoxicillina, ampicillina, cefoperazone, cefotaxime, cef-
triaxone, ciprofloxacina, trimethoprim-sulfametossazolo.

Per la S. typhi & da prendere in considerazione anche il cloramfenicolo.

I ceppi resistenti alla tobramicina sono resistenti anche alla netilmicina. Cosi pure i
ceppi che mostrano resistenza verso amikacina non sono sensibili a nessun altro
aminoglicoside. Inoltre, se un ceppo mostra resistenza verso ciprofloxacina o aflo-
xacina oppure sparfloxacina, esso risulta insensibile verso tutti i chinoloni.

Almeno in vitro, i ceppi che sono sensibili a tetraciclina mantengono questa carat-
teristica anche verso gli altri membri della famiglia (clortetra-, ossitetra-, doxi- e
minociclina).

A titolo indicativo, il risultato che, sempre in vitro, orienta verso un giudizio di sen-
sibilita verso gli antibiotici di prima scelta ¢ il seguente (Tabella 14):

Tabella 14 - Parametri utili per il giudizio di sensibilita dei ceppi Salmonella
verso alcuni antibiotici attualmente ritenuta di prima scelta

SOSTANZA MIC (mcg/mi) DIAMETRO D’INIBIZIONE (mm)
Cloramfenicolo <8 >18
Amoxicillina <8 >17
Ampicillina <8 >17
Cefoperazone <16 >21
Cefotaxime <8 >23
Ceftriaxone <8 >21
Ciprofloxacina <1 >21
Trimethoprim- <2/38 >16
sulfametossazolo

Il fenomeno della resistenza ¢ presente, come in tutte le Enterobacteriaceae, anche
nelle salmonelle, con percentuali ritenute piuttosto consistenti dalle segnalazioni di
parecchi Autori. Soprattutto i ceppi di provenienza non umana (cio¢ da animali, ali-
menti, ambiente) dimostrano scarsa sensibilita verso farmaci di grande diffusione.
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Di questa realta si attribuisce la colpa all’uso massiccio di antibiotici a scopo auxi-
nico in zootecnia. Un esempio ¢ dato da questa ricerca (tabella 15):

Tabella 15 - Ceppi Salmonella di provenienza non umana resistenti a 10 anti-
biotici (Pontello e Coll., 1982)

GRADUATORIA ANTIBIOTICO % DI CEPPI RESISTENTI
(su un totale di 184)

1 tetraciclina 60

2 streptomicina 52

3 colistina 42

4 sulfamidico 28

5 nitrofurantoina 22

6 kanamicina 16

7 cloramfenicolo 15

8 carbenicillina 9

9 ampicillina 8,6
10 acido nalidixico 6,5

Certamente i rapporti di resistenza fra salmonelle ed antibiotici si instaurano negli
animali e nell’uomo principalmente dopo ['uso prolungato di alcune sostanze ad
azione antibatterica. Lo studio del fenomeno ¢ molto interessante, ma poiché gli
antibiotici usati in campo veterinario non sono generalmente gli stessi impiegati in
medicina umana, la resistenza deve essere valutata separatamente per ceppi isolati
dall’uomo, da animali e da alimenti. Difatti la ricerca di relazioni nella resistenza
fra salmonelle provenienti da fonti d’isolamento differenti il pit delle volte non da
gli esiti sperati. L’esempio riportato nella tabella 16 serve a chiarire meglio questa
circostanza:

Tabella 16 - Confronto fra ceppi di S. fyphimurium antibiotico-resistenti isolati
da animali e dall’uomo (Bisicchia e Coll., 1979)

antibiotico % di ceppi resistenti isolati da % di ceppi resistenti isolati
animali da uomo
TETRACICLINA 70 35
CLORAMFENICOLO 33 6
RIFAMPICINA 7 25
CEFALORIDINA 7 75

Ad analoghe conclusioni sono giunti anche altri Autori, che hanno operato sempre
sulla S. typhimurium con una gamma pitt ampia di antibiotici (tabella 17):
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Tabella 17 - Confronto sulla resistenza verso 14 antibiotici di S. typhimurium
isolate dall’'uomo e da fonti non umane (Pontello e Coll.,1982)

100% A

[] Ceppidi origine umana
80%-
Ceppi di origine non umana

60%

40%

20% A

H=! —= = = [
NA AM CB C CL FF K FM SIS S SX TE NN  SXT
LEGENDA
NA  acido nalidixico AM ampicillina CB carbenicillina C cloramfenicolo
CL  colimicina FF  fosfomicina K  kanamicina FM nitrofurantoina
SIS sisomicina S streptomicina SX sulfamidico TE tetraciclina
NN tobramicina SXT co-trimoxazolo

Negli anni 90 sono stati isolati con crescente frequenza in Europa e Stati Uniti
ceppi di Salmonella typhimurium appartenenti a definiti fago-tipi (DT), tra cui DT
29, DT 204, DT 193, DT 204c e DT 104. In breve DT 104 ¢ divenuto in Gran Bre-
tagna il sierotipo di Salmonella al primo posto per frequenza in bovini, pecore, sui-
ni e al secondo nei polli e nell’'uomo, dopo S. enteritidis PT4.

DT 104, spesso responsabile di tossinfezioni alimentari, era caratterizzato da resi-
stenza verso ampicillina, cloramfenicolo, streptomicina, sulfamidici e tetraciclina
(penta-resistenza).

Successivamente la multi-resistenza si ¢ estesa ad acido nalidixico (chinolone) e ci-
profloxacina (fluorchinolone), con una prevalenza progressivamente aumentata
dall’ 1% dei ceppi del 1994 al 16% del 1998. Come gia anticipato nell’introduzio-
ne, il fenomeno sarebbe legato ad una mutazione genetica indotta probabilmente
dall’avvento dell’enrofloxacina (fluorchinolone) nei mangimi medicati usati in
zootecnia.

Si registra in Gran Bretagna anche la comparsa di ceppi di Salmonella hadar e Sal-
monella virchow multi-resistenti verso ampicillina, cloramfenicolo, gentamicina,
kanamicina, streptomicina, sulfamidici, tetraciclina, trimethoprim.

L’area geografica di provenienza delle salmonelle certamente influisce sulle per-
centuali di resistenza trovate. I dati raccolti in differenti paesi (in periodi ravvicina-
ti) da alcuni Autori testimoniano questa affermazione (tabella 18):
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Tabella 18 - Differenti percentuali di resistenza in salmonelle isolate da ani-
mali in vari paesi (Zavanella e Coll., 1973)

AUTORE ANNO PAESE ANTIBIOTICI E RELATIVE PERCENTUALI DI
RESISTENZA
AMPICILLINA CLORAM- STREPTO- TETRA-
FENICOLO MICINA CICLINA

POHL e Coll. 1970 | Francia 84 78
VOOGD e Coll. 1970 | Olanda 2 0,2 11
POCURULL e Coll. 1971 [ USA 69 77 96
SOJKA e Coll. 1972 | Inghilterra 1 13 3,5
ZAVANELLA e Coll. 1973 | Italia 12 78 97

Un tentativo di ricerca su eventuali relazioni nell” antibiotico-resistenza fra ceppi
isolati da mangimi verso ceppi isolati da animali e, ancora, fra salmonelle prove-
nienti da alimenti verso salmonelle provenienti dall’'uomo ¢ presentato nella tabel-
la 19. Da qui si vede che ¢ stato possibile presentare un confronto accettabile sola-
mente su tre sostanze (delle otto provate).

Questa limitazione conferma la difficolta che si incontrano nel tracciare paralleli-
smi tra ceppi provenienti da fonti diverse, seppure epidemiologicamente legate fra
loro. Trovare delle dimostrazioni sull’insorgenza del fenomeno e sui meccanismi di
trasmissione dell’antibiotico-resistenza ¢, in definitiva, piuttosto difficile.

Tabella 19 - Ricerca di relazioni nell’antibiotico-resistenza confrontando ceppi
Salmonella isolati da mangimi verso ceppi isolati da animali, oppure ceppi da
alimenti verso ceppi umani (Bisicchia e Coll.,1979; Zavanella e Coll.,1973)

FONTI D’ISOLAMENTO : MANGIMI-ANIMALI FONTI D’ISOLAMENTO : ALIMENTI-UOMO
% DI CEPPI RESISTENTI % DI CEPPI RESISTENTI
mangimi animali alimenti uomo
tetraciclina 99 97 tetraciclina 48 37
streptomicina 78 41 ampicillina 3,8 11,9
neomicina 9 1 cefaloridina 15,3 221

Come ¢ noto, la resistenza di una salmonella puo essere verso uno o piu antibiotici
contemporaneamente. In questo caso si parla di multiresistenza. Ad esempio, nella
statistica sopracitata il 21% dei ceppi provenienti da animali era resistente verso un
solo antibiotico, il 52% verso due, il 20% verso tre, il 4% verso quattro.

Parimenti, dei ceppi provenienti da mangimi il 59% era resistente verso un solo an-
tibiotico, il 39% verso due, 1’1% verso tre.

Va inoltre precisato che il fenomeno della resistenza ha, nel corso degli anni, delle
variazioni altalenanti, per cui una sostanza giudicata poco efficace puo ritornare col
tempo ad avere buone performances.
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Un esempio ¢ quello della tetraciclina, seguita da alcuni altri antibiotici, illustrato
nella tabella 20:

Tabella 20 - Variazioni annuali nelle percentuali di resistenza fra ceppi Salmo-
nella nei confronti di alcuni antibiotici (Zavanella e Coll., 1980)

Percentuali di ceppi Salmonella resistenti isolati negli anni indicati
antibiotico 1976 1977 1978 1979
¥ tetraciclina 60 53 37 32
cloramfenicolo 32 33 15 12
cefaloridina 25 30 30 8
ampicillina 22 29 22 8
acido nalidixico 5 17 20 12

—m—tetraciclina
—A— cloramfenicolo
—e— cefaloridina
—0O— ampicillina
—»¢— ac.nalidixico

Da un’analisi sulla resistenza osservata in sierotipi di Salmonella isolati da pazienti
ricoverati per gastroenterite (su un totale di 111 ceppi) emerge il seguente quadro
(Colombrita e Coll., 2001):

- antibiotici con moderate percentuali di resistenza (fra 1 e 10%): aztreonam,
cloramfenicolo (1%); piperacillina/tazobact. (2%); cefmenoxime, metronidazolo
(3%); gentamicina, tobramicina (4%); cefalotina, trimethoprim/sulfametoxazolo
(8%); amoxicillina/clavulan (10%).

- antibiotici con notevoli percentuali di resistenza (oltre il 10%):
ticarcillina/clavulan (13%); ampicillina (20%); mezlocillina (23%); piperacillina
(24%); tetraciclina (30%).

Nella stessa indagine statistica sono risultati sempre efficaci: amoxicillina, ciproflo-
xacina, ceftazidime, ceftriaxone, cefotaxime, cefepime, imipenem, meropenem.
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12. PREPARAZIONE E USO DI ALCUNI ANTIGENI DIAGNOSTICI

La diagnosi sierologica non ha avuto per le salmonelle un grande seguito, a causa
di frequenti reazioni crociate provocate da anticorpi aspecifici circolanti.

E’ tuttavia da ricordare in medicina umana 1’agglutinazione lenta (Widal) nei con-
fronti delle Salmonelle typhi e paratyphi B.

In veterinaria ¢ noto il fest della pullorosi, mediante agglutinazione rapida o lenta,
rispettivamente col sangue o col siero, dei volatili.

Qualche utilizzo ha avuto inoltre 1’agglutinazione lenta col siero verso S. abortus-
ovis negli ovini e S. abortus-equi negli equini.

Piu recentemente si ¢ diffuso un fest immuno-enzimatico (ELISA) verso il lipopoli-
saccaride (LPS) della S. enteritidis per le galline ovaiole.

Si ¢ ritenuto interessante descrivere, a titolo esemplificativo, la preparazione e 1’uso
di alcuni antigeni impiegati nelle prove sopra citate:

* antigene lento S. pullorum (ceppo TI 184/64)

* antigene lento S. abortus-ovis oppure S. abortus-equi

I rispettivi ceppi Salmonella liofilizzati vengono coltivati su BHI Agar e quindi in
BHI Brodo con incubazioni di 24 ore a +37 °C. Dopo centrifugazione a 3000 rpm
per 20 minuti, il sedimento, lavato due volte in soluzione fisiologica 0,5% fenicata
mediante centrifugazione, viene diluito fino a concentrazione 4 del nefelometro di
Mc Farland *.

Segue la colorazione, aggiungendo all’antigene, in ragione dello 0,5%, una soluzio-
ne acquosa allo 0,1% di blu di metilene. Le preparazioni hanno validita annuale, se
conservate in frigorifero a +4 °C.

La prova consiste nel diluire al raddoppio con soluzione fisiologica 0,5% fenicata i
sieri in esame (prediluiti 1:10) entro pozzetti di una piastra “microtiter”, usando per
dispensare la quantita fissa dei reagenti di 50 microlitri una micropipetta munita di
puntali da sostituire ad ogni passaggio.

I controlli positivi e negativi sono costituiti, rispettivamente, dagli opportuni sieri
diagnostici somatici (O 9,12 ed O 4,5,12) e da soluzione fisiologica.

L’aggiunta dell’antigene colorato a 50 microlitri per pozzetto precede 1’incubazione
della piastra, sigillata con un foglio adesivo, a +37 °C per 24 ore.

La reazione positiva appare come un precipitato a forma di bottone. La soglia, al di
sopra della quale un siero ¢ da ritenere positivo, equivale alla diluizione 1 : 20 per
la S. pullorum e 1:80 per le altre Salmonelle.

* 11 nefelometro di Mc Farland al valore 4 corrisponde, approssimativamente, a
1,2X 109 germi per ml e si prepara mescolando ml 0,4 di BaCl, all’ 1% con ml 9,6
di H,SO, all’ 1%.

* antigene rapido S. pullorum
Si tratta di un antigene colorato, che viene preparato con un ceppo di Salmonella
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pullorum (1,9,12 : -) nel quale il fattore 1 & scarso, mentre abbonda il fattore 125.
Il ceppo viene coltivato in coltura liquida agitata ed aereata per 24 ore, centrifugato
e precipitato in alcool etilico per almeno sei mesi, in modo da liberare meglio gli
antigeni O (rispetto a quanto avviene per i tradizionali antigeni semplicemente for-
molati e percid meno sensibili). L’antigene viene quindi lavato con soluzione fisio-
logica sterile mediante centrifugazione, colorato con cristalvioletto e portato ad una
concentrazione batterica del 3% di cellule secondo le norme CEE. Il controllo vie-
ne effettuato con sieri positivi e negativi da pollo e con una titolazione in parallelo
rispetto ad un antigene standard preparato a Weybridge (Inghilterra). Conservato in
frigorifero ha la validita di un anno.
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13. LE STATISTICHE

Un esempio di statistica riguardante ceppi tipizzati ¢ riportato qui di seguito. In
questo modello di statistica, per ciascuna fonte d’isolamento ritenuta interessante ai
fini di uno studio epidemiologico sulle salmonelle, vengono messi in evidenza
esclusivamente 3 sierotipi predominanti, isolati nell’arco di un’annata.
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Se si vogliono fare delle tabelle statistiche sulle salmonelle isolate, ¢ da tener pre-

sente quanto segue:

1. Isierotipi si avvicendano nel tempo. Le statistiche che enumerano gli isolamenti
avvenuti in periodi molto lunghi sono scarsamente interessanti, perché rischia-
no di perdere d’attualita.

2. Per creare una tabella valida dal punto di vista statistico, bisogna disporre di un
numero congruo di isolamenti ed evitare di disperdere i dati su una griglia ec-
cessivamente frammentata quanto a fonti d’isolamento.

3. Generalmente da una matrice si isola un gruppetto di sierotipi predominanti e
una lunga serie di “altri” sierotipi, differenti fra loro, ma di scarsa consistenza
numerica. La statistica ¢ pil significativa se si mettono in risalto solo i sierotipi
isolati con discreta frequenza.

Pertanto si suggerisce di abbreviare la stesura di una tabella statistica riportando solo:

® un anno di osservazioni

® pochissime fonti d’isolamento dei ceppi

® | sierotipi ai primi 3 posti della classifica per ogni fonte

® | rimanenti sierotipi non singolarmente, ma indistintamente come “altri”.

Due esempi molto significativi (dalla rassegna sintetica di Rabsch e Coll., 2001):
Stati Uniti. Anno 1995. Fonte: il CDC di Atlanta. Il 60% dei ceppi Salmonella
umani ¢ racchiuso in quattro sierotipi: enteritidis (24,7%); typhimurium (23,5%);
newport (6,2%); heidelberg (5,1%). Questi quattro sierotipi rappresentano anche il
46,4% dei ceppi provenienti da fonti non-umane nello stesso anno.

Germania. Anno 1995. Fonte: il Robert Koch Institute di Wernigerode. Oltre 1’80%
dei ceppi umani ¢ composto da due sierotipi: enteritidis (61,3%) e typhimurium
(23,4%).

Un’ interessante applicazione della statistica riguarda la segnalazione dei sierotipi
che hanno registrato, in un periodo breve, un incremento d’isolamenti eccezionale.
Ad esempio, si riportano i dati di un trimestre raccolti in Europa (PHLS, 2000):
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PARTE SECONDA

SCHEMA DI KAUFFMANN-WHITE AGGIORNATO

AVVERTENZE PER LA CONSULTAZIONE DELLO SCHEMA

Lo schema di Kauffmann-White qui di seguito riportato contiene i sierotipi di Sal-
monella appartenenti alle sotto-specie da I a VI ed ¢ aggiornato fino al supple-
mento no. 43 (1999) pubblicato nel dicembre 2000.
A questa data il numero di sierotipi in ciascuna specie e sottospecie ¢ il seguente:

specie nome della numero della sierotipi noti fino al 1999
sottospecie sottospecie (totale = 2489)
S. enterica enterica I 1469
salamae Il 496
arizonae llla 94
diarizonae lllb 326
houtenae I\ 7
indica VI 12
S. bongori V 21

Lo schema ¢ proposto in due parti: o )
- prima parte contenente un elenco dei sierotipi di Salmonella suddivisi per gruppi

sierologici ;
- seconda parte contenente un elenco in ordine alfabetico dei sierotipi di Salmonella.

La prima parte € organizzata come segue:

* [’elenco ¢ diviso in gruppi contraddistinti da lettere maiuscole dell’alfabeto (A, B,
C, ecc) oppure da numeri ( 51, 52, 53, ecc) che corrispondono ad altrettanti grup-
pi O.

* la prima colonna contiene il nome del sierotipo.

In mancanza di un nome specifico ricorre il termine generico di “salmonella”.

In pochi casi si trovano affiancate due denominazioni. Cio avviene quando due sierotipi,
inizialmente ritenuti differenti, sono stati in un secondo tempo riconosciuti identici. Si usa
porre tra parentesi la denominazione piu vecchia.

Accanto al nome si pud trovare un numero romano (esempio : 1), che significa soz-
to-specie II.

I sierotipi evidenziati da uno sfondo grigio sono stati assorbiti da altre salmonelle. I
sierotipi appartenenti alle sotto-specie IIla oppure IIIb, corrispondenti, rispettivamente, a
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Salmonella arizonae e Salmonella diarizonae, presentano il solo nome su sfondo trat-
teggiato.

* nella seconda colonna sono contenuti gli antigeni somatici O, indicati da uno o
pill numeri arabi.
Quando un antigene ¢ sottolineato, oppure scritto tra parentesi, esso pud mancare
(vedi spiegazioni nel capitolo 4 (classificazione delle salmonelle).

* nella terza colonna sono scritti gli antigeni H della cosiddetta fase 1.

* nella quarta colonna figurano gli antigeni H della cosiddetta fase 2.

In mancanza della prima o della seconda fase si trova un trattino (-).

Tra parentesi sono scritti gli antigeni H facoltativamente presenti nella struttura .

Gli antigeni H sono espressi con lettere minuscole o con numeri arabi, che tuttavia non han-
no nulla a che vedere con i numeri arabi degli antigeni somatici O. A volte gli stessi antige-
ni sipossono presentare indifferentemente nella fase 1 oppure nella fase 2.

Gli antigeni z sono affiancati da numeri (come z15, z28, ecc).

NOTA - Per facilitare la lettura dei numeri che accompagnano gli antigeni z,
questi sono stati scritti appositamente, nello schema, allineati e non collocati
in posizione “pedice” (esempio: 715 in luogo di z;5, come andrebbe corretta-
mente segnato).

* nella quinta colonna sono citate alcune caratteristiche biochimiche e sierologiche
del sierotipo.

* nella sesta colonna si trovano brevi annotazioni di carattere epidemiologico, ad
esempio le fonti da cui si isola piu frequentemente quel sierotipo.

NOTA - Quando si incontrano in elenco due salmonelle con la stessa struttura antigene
(di cui una con a fianco del nome un numero romano), si pud confermare 1’apparte-
nenza alla sotto-specie indicata dal numero romano ricorrendo alle prove biochimi-
che differenziali (vedi tabella di Kauffmann nel cap. 4.1).

La seconda parte ¢ organizzata come segue:

* nomi dei sierotipi di Salmonella in ordine alfabetico e relativa struttura antigene.
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ELENCO DEI SIEROTIPI DI SALMONELLA SUDDIVISI PER GRUPPI SIEROLOGICI

Gruppo A (01,2,12)

paratyphi A 1,2,12 a (1,5) uomo
nitra 2,12 g,m
kiel 1,212 g,p -
koessen 2,12 v 1,5
Gruppo B (0 1,4,5,12)
makoma |l 1,4,(5),12,27 |a (e,nX)
kisangani 1,4,(5),12 a 1,2
hessarek 412,27 a 1,5
fulica 4,5),12 a 1,5
arechavaleta 4,(5),12 a (1,7)
bispebjerg 1,4,(5),12 a e,n,x
abortus-equi 412 - e,nx microcolonie aborti equini
tinda 14,527 a e,n,z15
salmonella Il 1,4,(5),12,27 |a e,nx
nakuru 14,1227 a Z6
huettwilen 14,12 a lw
salmonella Il 14,1227 a z39
paratyphi B 1,4,(5),12 (b) (1,2) d-tartrato - uomo, cane
java 1,4,5,12 b (1,2) d-tartrato + spesso | carni suine, acque
monofasica di pesci tropicali
limete 14,1227 b 15
salmonella Il 412 b 15
canada 412,27 b 1,6
uppsala 412,27 b 1,7
abony 1451227 |b e,nx gelatina -
sladun 1,4,12,27 b e,n,Xx assorbita da abony
abortus-bovis 1,412,217 b e,nx gelatina +, mucato
+, assorbita da
abony
sofia Il 1,4,12,27 b (e,n,x) spesso monofasica | polli, tacchini,
bovini, lettiera
wagenia 14,1227 b e,n,z15
wien 141227 b Lw uomo
abortus-canis 4512 b z5 (fase R) | assorbita da
paratyphi B
tripoli 14,1227 b 26
schleissheim 412,27 b - cami di pollo,
preconfezionati,
lettiera
legon 14,1227 c 1,5
abortus-ovis 412 c 16 microcolonie aborti ovini
altendorf 412,27 c 1,7
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womba 412,27 c 1,7 assorbita da
altendorf
bissau 412 c e,n,x
jericho 1,412,217 c e,n,z15
hallfold 1,412,217 c lw
bury 412,27 c z6
stanley 1,4,(5),12,27 |d 1,2 uomo
cairo 1,4,12,27 d 1,2 assorbita da stanley | carni suine
eppendorf 14,1227 d 1,5
brezany 1,412,217 d 1,6
schwarzengrund 1,4,12,27 d 1,7 polli, pesci, carni di
pollo, acqua
salmonella 45,12 d e,nXx
kluetjenfelde Il 4,12 d e,nXx
sarajane 1,4,5),12,27 |d e,n,x
duishurg 1,4,12,27 d e,n,z15
salinatis 412 d:eh e,n,z15 senza il fattore d
corrisponde a san-
diego
mons 1,412,217 d Iw
ayinde 14,1227 d Z6
chartres 1,412 e,h lw
saint-paul 1,4,(5),12 gh 1,2 tacchini, suini, polli,
bovini, uomo, carni
di tacchino, lettiera
reading 1,4,(5),12 e,h (1,5
eko 4,12 gh 1,6
kaapstad 412 e,h 1,7
chester 1.4,(5),12 e,h e,n,x
sandiego 4,(5),12 (e,h) e,n,z15
salmonella Il 4,12 e,n X 1,2,7
makumira |l 1,412,217 e,nx 1,(5),7
derby 1,4,(5),12 f.g (1,2) suini, bovini, uomo,
carni suine, bovine,
di tacchino,
insaccati, superfici
salmonella Il 4,12 f.g
agona 1,4,(5),12 f.g,s (1,2) polli, tacchini, suini,
uomo, uova,
mangimi, lettiera
salmonella Il 4,(5),12 fg,t 26,242
essen 4,12 g,m -
hato 1,412 g,m,s esiste varieta O 1+
caledon |l 1,412,217 g,(m),(s)t |enx
california 412 g,m,t (z67)
bechuana Il 1,412,217 gmt: (1,5 [(z39)
salmonella |l 4,12 gmt z39
joenkoeping 4,512 g,s,t (1,2) assorbita da

kingston
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kingston 1,4,12,27 9,8t (1,2) in fase R puo avere
i fattori H z27
oppure z43
budapest 1,412,217 gt -
travis 4,5),12 9,251 1,7
tennyson 45,12 9,251 e,n,z15
salmonella Il 4,12 9,262 -
banana 1,4,(5),12 m,t (1,5) in fase R pud avere
il fattore H z45
newholland 4,12,54 m,t -
madras 4,5),12 m,t e,n,z15
typhimurium 1,4,5,12 i 1,2,(7) ai primi posti come
frequenza in tutte le
specie ; causa gravi
tossinfezioni
alimentari
typhimurium 1,412 i 1,2 piccion
var. copenhagen
lagos 1,4,(5),12 i 1,5
agama 412 i 1,6
tumodi 1,412 i z6
farsta 412 i e,nx
tsevie 4,12 i e,n,z15
gloucester 1,412,217 i [w
salmonella Il 412,27 i 235
massenya 141227 k 1,5
neumuenster 141227 k 1,6
salmonella |l 1,412,217 k 1,6
ljubljana 412,27 k e,n,x
texas 4,(5),12 k e,n,z15
fyris 4,(5),12 lv 1,2
azteca 4,5,1227 |lv 15 carni suine
salmonella |l 412,27 Iv 1,5
clackamas 412 Ly, (z13) 1,6
bredeney 1,4,12,27 Iv 1,7 polli, suini, bovini,
tacchini,uomo,
carni di pollo, carni
suine, insaccati,
superfici
kimuenza 141227 lv e,n,x
salmonella Il 1,412,217 Iv e,n,x
brandenburg 1,4,(5),12,27 |lv en,z15 polli, uomo, camni
suine, insaccati
salmonella Il 1,412,217 Iv 739
mono 412 lw 1,5
togo 412 Iw 1,6
kilwa Il 4,12 [w e,n,x
ayton 1,4,12,27 Iw 76
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haduna 412 1,13,(z28) 1,6

tyresoe 1,412,217 1,(z13),228 1,5

vom 14,1227 1,213,228 e,n,z15

kubacha 141227 1,213,228 1,7

salmonella Il 412 1,228 (e,nx)

kunduchi 1,4,5),12,27 ((1,213), (1,2)

(228)

kano 1,4,12,27 1,213,228 e,n,x

reinichendorf 412 1,228 e,n,x

heidelberg 1,4,(5),12 r 12 polli, tacchini, bovini,
uomo, cami di pollo,
suine, di tacchino,
insaccati, uova

bradford 412,21 r 15

winneba 4,12 r 1,6

remo 141227 r 1,7

bochum 4,5),12 r,(i) l,w

southampton 1,412,217 r z6

drogana 14,1227 r.(i) e,n,z15

africana 412 ri lw

coeln 14,512 y 1,2 bovino, uomo

trachau 412,27 y 1,5

finaghy 4,12 y 1,6

teddington 1,412,227 y 1,7 carni suine,
superfici

ruki 4512 y e,nx assorbita da ball

ball 1,4,12,27 y e,n,X

dalat 4527 y e,nx assorbita da ball

jos 1,412,217 y e,n,z15

kamoru 412,27 y z6

shubra 4,(5),12 z 1,2

kiambu 1,412 z 1,5

salmonella Il 1,412,217 ya 1,5

loubono 412 z 1,6

indiana 14,12 z 1,7 suini, carni suine,

- insaccati, superfici,

lettiera

salmonella Il 412 z 1,7

nordenham || 1,412,271 z e,n,x

neftenbach 412 z e,n,x

koenigstuhl 1,4,(5),12 z e,n,z15

preston 1,412 z lw

entebbe 1,4,12,27 z z6

salmonella Il 4,12 z 239

stanleyville 1,4,(5),12 24,223 (1,2) insaccati

jaja 412,27 74,223 assorbita da

stanleyville
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kalamu 4,(5),12 74,224 (1,5)

vuadens 412,27 74,223 26

haifa 1,4,(5),12 z10 1,2 cami di pollo, di
tacchino, mangimi

ituri 1,412 z10 1,5

tudu 412 z10 1,6

albert 412 z10 e,n,x

tokoin 4,12 z10 e,n,z15

mura 1,412 z10 lw

fortune 1,412,217 z10 Z6

vellore 141227 z10 z35

brancaster 1,4,12,27 729 - polli, tacchini,
faraone, lettiera

helsinki Il 1,412 z29 (e,n,x)

pasing 4,12 z35 1,5

tafo 1,4,12,27 z35 1,7

yaounde 1,412,217 235 e,n,z15

sloterdijk 141227 235 z6

tejas 4,12 236 -

salmonella 4512 738 -

wilhelmsburg 1,412,271 738 (e,n,z15)

durbanville Il 1,412,217 (z39) 1,(5),7

thayngen 1,412,227 41 1,(2),5

maska 1,412,217 741 e,n,z15

Gruppo C1(06,7)

eC4(06,7,14)

salmonella Il 6,7 - 1,6

san-juan 6,7 a 1,5

salmonella |l 6,7,14 a 1,5

umhall 6,7 a 1,6

austin 6,7 a 1,7

damman 6,7 a Z6

oslo 6,7,14 a e,n,x

denver 6,7 a e,n,z15

coleypark 6,7,14 a [w

calvinia 6,7 a 742

salmonella |l 6,7 a z6

nissii 6,7,ﬂ b - assorbita da

nienstedten

brazzaville 6,7 b 1,2

edinburg 6,7 b 1,5

adime 6,7 b 1,6

koumra 6,7 b 1,7

lockleaze 6,7,14 b e,n,x
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georgia 6,7 b e,n,z15
ohio 6,7 b [w uomo, carni bovine,
suine, insaccati,
mangimi
nienstedten 6,7,14 b (Lw) considereta varieta
di ohio con fattore O
14+
leopoldville 6,7,14 b z6
kotte 6,7 b 235
salmonella Il 6,7 b z39
bloemfontein I 6,7 b (e,n,x:z42)
hissar 6,7,14 c 1,2
paratyphi C 6,7 (Vi) c 1,5 uomo
cholerae-suis 6,7 (c) 15 microcolonie tipica nel suino ;
H2S -, tartrato - causa gravi
tossinfezioni
alimentari
cholerae-suis var. | 6,7 c (1,5) microcolonie
kunzendorf HaS +
typhi-suis 6,7 (c) 15 microcolonie suini ;
senza il fattore Hc | voldagsen nei
nota come varieta | suinetti
voldagsen
decatur 6,7 c 15 dulcite +, mucato +
a differenza di
cholerae-suis
birkenhead 6,7 c 1,6
schwabach 6,7 c 1,7
namibia 6,7 c e,n,x
kaduna 6,7,14 c e,n,z15
kisii 6,7 d 1,2
mission 6,7 d 1,5 inosite -
assorbita da isangi
isangi 6,7,14 d 1,5 inosite + polli, uomo, carni di
_ pollo, insaccati
kivu 6,7 d 1,6
kambole 6,7 d 1,(2),7
salmonella Il 6,7 d 1,7
amersfoort 6,7 d e,n,X
omderman 6,7,14 d e,nx considerata variante
- 0O 14+ di amersfoort
gombe 6,7 d e,n,z15
livingstone 6,7 d [w polli, uomo, carni
bovine, suine, di
pollo, insaccati,
uova, lettiera,
superfici
eimsbuettel 6,7,14 d l,w considerata variante
_ 0O 14+ di livingstone
wil 6,7 d 1,213,228
nieukerk 6,7,14 d z6
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salmonella Il 6,7 d 742
larochelle 6,7 e,h 1,2
lomita 6,7 eh 1,5
norwich 6,7 g,h 1,6
nola 6,7 e,h 1,7
braenderup 6,7,14 eh e,n,z15 polli, uomo, carni
bovine, insaccati,
uova, acqua
salmonella |l 6,7 e,nx 1,6 :242
kastrup 6,7 e,n,z15 1,6
rissen 6,7 f,g - uomo, carni suine,
insaccati, uova,
superfici, lettiera
ardwick 6,7,14 f.g - considerata variante
0 14+ di rissen
afula 6,7 fgt e,n,x
eingedi 6,7 fot 1,27
montevideo 6,7,ﬁ g,m,(p),s (1 ,2,7) volatili, uomo, carni
di pollo, insaccati,
uova, mangimi,
acqua, lettiera
othmarschen 6,7,14 g,m,(t) -
salmonella Il 6,7 (@),m,(s)t (1,5
salmonella Il 6,7 g,m,(s),t (e,nx)
salmonella Il 6,7 g,m,s,t z39
salmonella Il 6,7 g,(m),s,t (z42)
plumaugat 6,7 9,59 -
menston 6,7 g,5,(t) (1,6)
riggil 6,7 g,t -
salmonella Il 6,7 gt e,nx.:z42
alamo 6,7 9,251 1,5
salmonella IV 6,7 9,251 -
haelsingborg 6,7 m,p,t,(u) -
Oranienburg 6,7 m,t - in fase R pud avere | polli, mangimi
il fattore H z57
thielallee 6,7,ﬁ m,t - considerata variante
0 14+di
oranienburg
winston 6,7 m,t 1,6
salmonella Il 6,7 m,t -
salmonella Il 6,7 m,t 1,5
oakey 6,7 m,t 264
augustenborg 6,7,14 i 1,2
oritamerin 6,7 i 1,5
garoli 6,7 i 1,6
lika 6,7 i 1,7
stuttgart 6,7,14 i z6
norton 6,7 i [w
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Tipizzare le salmonelle

athinai 6,7 i e,n,z15

galiema 6,7,14 k 1,2

thompson 6’77M (k) (1 75) volatili, bovini,
uomo, carni di pollo,
acqua, lettiera

daytona 6,7 k 1,6

baiboukoum 6,7 k 1,7

singapore 6,7 k e,nx

escanaba 6,7 k e,n,z15

salmonella Il 6,7 k (z6)

cardiff 6,7 k 1,10 (fase | assorbita da

R) thompson
salmonella llla 6,7 k z: (255) = Arizona
27:23:25

concord 6,7 IV 1,2

irumu 6,7 Iv 1,5

mkamba 6,7 Iv 1,6

kortrijk 6,7 Lv 1,7

bonn 6,7 IV e,nx acqua

potsdam 6,7,14 Lv e,n,z15

gdansk 6,7 lv z6

ge|senkirchen 6’711_4 Iv 76 considerata variante

0 14+ di gdansk

coromandel 6,7 Iv 735

gabon 6,7 Lw 1,2

colorado 6,7 |w 1,5

salmonella Il 6,7 |w 15,7

salmonella Il 6,7 |w 742

nessziona 6,7 1,213 15

kenya 6,7 1,213 e,n,X

neukoelin 6,7 1,213,(z28) |e,n,z15

strathcona 6,7 1,213,228 1,7

makiso 6,7 1,213,228 z6

heilbron I 6,7 1,228 1,5 (z42)

salmonella Il 6,7 1,228 76

salmonella Il 6,7 1,228 e,n,x

virchow 6,7,14 r 1,2 polli, uomo, carni di

_ polli, acqua
infantis 6,7,14 r 15 in fase R pu¢ avere | uomo, polli, suini,
- il fattore H z49 faraone, carni

bovine, suine, di
pollo, insaccati,
uova, causa
tossinfezioni
alimentari

nigeria 6,7 r 1,6

colindale 6,7 r 1,7

papuana 6,7 r e,n,z15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

grampian 6,7 r l,w
richmond 6,7 y 1,2
bareilly 6,7,14 y 1,5 pulcini
oyonnax 6,7 y 1,6
gatow 6,7 y 1,7
hartford 6,7 y e,n,x in fase R pud avere |acqua
il fattore H z50
oppure 267
mikawasima 6,7,14 y e,n,z15 in fase R puo avere
il fattore RH z47
oppure z50
chile 6,7 Z 1,2
poitiers 6,7 z 1,5
tosamanga || 6,7 z 1,5
oakland 6,7 z 1,6,(7)
cayar 6,7 z e,nx
salmonella Il 6,7 Z e,n,x
businga 6,7 z e,n,z15
salmonella Il 6,7 z 26
oysterbeds Il 6,7 z z42
bruck 6,7 z lw
salmonella Il 6,7 z z39
roterberg 6,7 74,223 -
obogu 6,7 74,223 1,5
planckendael 6,7 74,223 1,6
aequatoria 6,7 74,223 (e,n,z15)
goma 6,7 74,223 26
somone 6,7 74,224 -
kralendyk IV 6,7 74,224 -
salmonella Il 6,7 74,224 z42
cape Il 6,7 6 1,7
menden 6,7 710 1,2
inganda 6,7 z10 1,5
eschweiler 6,7 z10 1,6
ngili 6,7 z10 1,7
djugu 6,7 z10 e,nx
mbandaka 6,7,14 z10 e,n,z15 polli, carni suine,
insaccati, lettiera
jerusalem 6,7,14 z10 L, w uomo, carni suine,
insaccati
redba 6,7 z10 26
omuna 6,7 z10 235
salmonella Il 6,7 z10 235
tennessee 6,7 z29 -
salmonella Il 6,7 z29 (1,2,7)
salmonella Il 6,7 729 (z42)
argentina IV 6,7 236 -
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Tipizzare le salmonelle

palime 6,7 735 e,n,z15
tienba 6,7 235 1,6
tampico 6,7 236 e,n,z15
bacongo |l 6,7 736 742
lille (bornum) 6,7 238 -
bornum 6,7,14 738 considerata varieta
014+ dilille
rumford 6,7 738 1,2
gilbert Il 6,7 z39 15,7
hillsborough 6,7 z41 L,w
tamilnadu 6,7 z41 z35
salmonella VI 6,7 z41 1,7
sullivan |l 6,7 742 1,7
salmonella Il 6,7 z42 enx:16
bulovka 6,7 z44 -
GRUPPO C 2(06,8)
e (0 8,20)
salmonella Il 6,8 - 1,5,7
valdosta 6,8 a 1,2
doncaster 6,8 a 1,5
curacao 6,8 a 1,6
nordufer 6,8 a 1,7
narashino 6,8 a e,nx
salmonella Il 6,8 a e,n,x
leith 6,8 a e,n,z15
salmonella Il 6,8 a z39
tulear |l 6,8 a 252
be 8,20 a (z6)
skansen 6,8 b 1,2
djelfa 8 b 1,2
nagoya 6,8 b 1,5
korbol 8,20 b 1,5
salmonella |l 6,8 b 1,5
stourbridge 6,8 b 1,6
eboko 6,8 b 1,7 m-tartrato -
sanga 8 b 1,7 m-tartrato + (3 gg)
gatun i 6,8 b e,nx
konstanz 8 b e,n,x
presov 6,8 b e,n,z15
shipley 8,20 b e,n,z15
bukuru 6,8 b [,w
banalia 6,8 b z6
tounouma 8,20 b 6
wingrove 6,8 c 1,2
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

utah 6,8 c 1,5
bronx 6,8 c 1,6
belfast 6,8 c 1,7
tado 8,20 C Z6
belem 6,8 c e,nXx
santiago 8,20 c e,nx
quiniela 6,8 c e,n,z15
alexanderpolder 8 c l,w
muenchen 6.8 d 1,2:(z67) |m-artrato+(4gg) | polli, uomo, camni
suine, di pollo,
insaccati
virginia 8 d (1,2) m-tartrato +
manhattan 6,8 d 15 inosite + uomo, carni suine,
insaccati
yovokome 8,20 d 15 inosite -
dunkwa 6,8 d 1,7
portanigra 8,20 d 1,7
labadi 8,20 d Z6
salmonella Il 6,8 d 76,242
sterrenbos 6,8 d e,nx
herston 6,8 d e,n,z15
newport 6,8,20 e,h 1,2:(z67) |d-artrato + bovini, pesci, uomo,
esiste variante con | carni equine, acqua
67+
in fase R pud avere
i fattori H 250, 258,
z78 01,12
bardo 8 e,h 1,2 d-tartrato +
kottbus 6,8 e,h 15 m-tartrato + polli, anitre, uomo,
carni di pollo
ferruch 8 eh 15 m-tartrato +
cremieu 6,8 e,h 1,(6)
atakpame 8,20 eh 1,7
rechovot 8,20 gh z6
tshiongwe 6,8 g,h e,n,z15
sandow 6,8 f.g e,n,z15
salmonella Il 6,8 fg,mt (e,nx)
emek 8,20 g,m,s -
chincol 6,8 g,m,(s) (e,n,x)
salmonella Il 6,8 gmt 1,7
reubeuss 8,20 gmt -
nanergou 6,8 g,s,t -
alminko 8,20 g,s,t -
bassa 6,8 m,t - m-tartrato -
yokoe 8,20 m,t - m-tartrato +
baragwanath || 6,8 m,t 1,5
germiston || 6,8 m,t e,nx
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Tipizzare le salmonelle

lindenburg 6,8 [ 1,2

takoradi 6,8 i 1,5

bargny 8,20 [ 15

warnow 6,8 i 1,6

malmoe 6,8 i 1,7

kentucky 8,20 i Z6 polli, uova

bonariensis 6,8 i e,n,x

aba 6,8 i e,n,z15

cyprus 6,8 i l,w

magherafelt 8,20 [ l,w

kallo 6,8 k 1,2

blockley 6,8 k 15 m-tartrato + bovini, suini, volati,

puo avere il fattore | pesci, uomo, carni
z58 di pollo, di tacchino,

bovine, insaccati,
uova, superfici

haardt 8 k 1,5 m-tartrato +

schwerin 6,8 k €,nX

charlottenburg 6,8 k e,n,z15

litchfield 6,8 lv 1,2 insaccati

pakistan 8 Iv 12

loanda 6,8 lv 1,5

amherstiana 8 IV 1,6

manchester 6,8 lv 1,7

holcomb 6,8 lv e,n,X

salmonella Il 6,8 lv e,n,X

edmonton 6,8 IV e,n,z15

fayed 6,8 lw 1,2

salmonella Il 6,8 |w 76,242

hiduddify 6,8 1,213,228 1,5

breukelen 6,8 1,z13,(z28) |e,n,z15

salmonella Il 6,8 1,228 e,nx

bsilla 6,8 r 1,2

akaniji 6,8 r 1,7

bovis-morbificans | 6,8,20 r,(i) 1,5 uomo, carni suine,
equine, insaccati,
ittici

hindmarsh 8,20 r 1,5

noya 8 r 1,7

pikine 8,20 r,(i) Z6 assorbita da altona | bovini, insaccati,
superfici

hidalgo 6,8 ri e,n,z15

cocody 8,20 ri e,n,z15

gold-coast 6,8 r L,w poll, suini, uomo,
insaccati, mangimi

brikama 8,20 r,(i) l,w

giza 8,20 y 1,2

144




Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

tananarive 6,8 y 1,5

brunei 8,20 y 1,5

bulgaria 6,8 y 1,6

salmonella Il 6,8 y 1,6 : 242

inchpark 6,8 y 1,7

alagbon 8 y 1,7

kralingen 8,20 y 26

sunnycove 8 y e,nXx

daarle 6,8 y e,nx

praha 6,8 y e,n,z15

salmonella Il 6,8 y 1,6 :z42

benue 6,8 y l,w

sindelfingen 8,20 y l,w

mowanjum 6,8 z 1,5

salmonella Il 6,8 Z 1,5

daula 8,20 z z6

kuru 6,8 z L,w

kalumburu 6,8 z e,n,z15

phaliron 8 z enz15

lezennes 6,8 74,223 1,7

bellevue 8 74,223 1,7

corvallis 8,20 74,223 (z6) m-tartrato + uomo, lettiera

dabou 8,20 74,223 [,w m-tartrato +

breda 6,8 74,223 e,nXx

chailey 6,8 74,223 (e,n,z15)

duesseldorf 6,8 74,224 -

albany 8,20 74,224

tallahassee 6,8 74,232 -

zerifin 6,8 z10 1,2

bazenheid 8,20 z10 1,2

mapo 6,8 z10 1,5

paris 8,20 z10 1,5

cleveland 6,8 z10 1,7

hadar 6,8 710 e,n,x glicerina + polli, tacchini,
bovini, pesci, uomo,
carni di pollo, di
tacchino, mangimi

istanbul 8 z10 e,n,x glicerina -

glostrup 6,8 z10 e,nz15

chomedey 8,20 z10 e,n,z15

remiremont 8,20 z10 [w

wippra 6,8 z10 26

molade 8,20 z10 Z6

uno 6,8 z29 (e,n,z15)

salmonella Il 6,8 729 1,5
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Tipizzare le salmonelle

tamale 8,20 z29 (e,n,z15)
salmonella Il 8 z29 e,n,x,z42
salmonella Il 6,8 z29 e,nx
yarm 6,8 235 1,2
kolda 8,20 235 1,2
angers 8,20 z35 Z6
apeyeme 8,20 238 -
diogoye 8,20 41 26
aesch 6,8 260 1,2
Guppo D1 (0 9,12)
e D2 (0 9,46)
sendai 1,9,12 a 15 negativi HzS, citrato,
B d-tartrato
miami 1,9,12 a 15 positivi HzS, citrato,
B d-tartrato
salmonella Il 9,12 a 1,5
0s 9,12 a 1,6
saarbruecken 1,9,12 a 1,7
lomalinda 1,9,12 a e,nX
salmonella Il 1,912 a e,n,x
baildon 9,46 a e,n,x
durban 9,12 a e,n,z15
doba 9,46 a e,n,z15
salmonella Il 9,12 a z39
salmonella Il 19,12 a 742
onarimon 1,912 b 1,2
frintrop 19,12 b 1,5
montaigu 9,46 b 1,2
cheltenham 9,46 b 1,5
zadar 9,46 b 1,6
worb 9,46 b e,nX
mjimwema 19,12 b e,n,X
lundby Il 9,46 b e,nx
mana 9,12 b e,n,z15
bamboye 9,46 b l,w
linguere 9,46 b 6
blankenese || 1,912 b Z6
suederelbe || 19,12 b z39
kolar 9,46 b z35
goeteborg 9,12 c 1,5
ipeko 9,12 c 1,6
elokate 9,12 c 1,7
alabama 9,12 c e,n,z15
ridge 9,12 c 6
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

itutaba 9,46 c 76
typhi 9,12 (Vi) d infase R pud averei | uomo, acqua
fattori H | e z66
ndolo 1,912 d 1,5
ontario 9,46 d 15
tarshyne 9,12 d 1,6
quentin 9,46 d 1,6
eschberg 9,12 d 1,7
strasbourg 9,46 d 1,7
rhodesiense I 1,9,12 d e,n,x
bangui 9,12 d e,n,z15
olten 9,46 d e,n,z15
zega 9,12 d 26
plymouth 9,46 d z6
jaffna 1,9,12 d z35
salmonella Il 9,12 d 739
bournemounth 9,12 e,h 1,2
bergedorf 9,46 gh 1,2
eastbourne 1,912 e,h 1,5
waedenswil 9,46 e,h 1,5
westafrica 9,12 e,h 1,7
guerin 9,46 gh z6
israel 9,12 e,h e,n,z15
lindrick |l 9,12 e,n,x 1,(5),7
salmonella Il 9,12 e,n,x 1,6
salmonella |l 9,46 e,n,x 1,57
wernigerode 9,46 fg -
berta 1,9,12 f.9,(t) -
enteritidis 1,9,12 (f).9,.m,(p),(t) | (1,7) volatili, suini, conigli,
uomo, carni di pollo,
di tacchino, uova;
causa tossinfezioni
alimentari
hillingdon 9,46 g,m
blegdam 9,12 gmg -
macclesfield 9,46 g,m,s,t 1,(2),7
muizenberg I 9,12 g,m,s,t 1,5 assorbita da
salmonella Il
1,9,12:9,(m),(s),t :
1,5,7: (242)
duivenhoks |l 9,46 g,(m),(s),t |(e,nx)
salmonella Il 1,912 g,(m),(s).t |1,5,7:(z42)
hamburg |l 1,9,12 g,t - assorbita da
salmonella Il
1,9,12:9,(m),(s),t:
15,7 : (242)
dublin 19,12, (Vi)  |ap - bovini
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Tipizzare le salmonelle

naestved 1,9,12 g,p,s
rostock 1,912 g,p,u
moscow 9,12 9,9
neasden || 9,12 g,s;t e,nXx
gateshead 9,46 g,s,t
salmonella Il 9,12,(46), 27 |g,t e,n,x
new-mexico 9,12 9,251 1,5
salmonella Il 19,12 g,262 (e,nx)
salmonella Il 9,46 9,262 -
antarctica 9,12 9,263
rosenberg 9,12 0,285
sangalkam 9,12 m,t -
pensacola 1,9,12 m,t (1,2)
salmonella Il 1,912 m,t 1,5
salmonella Il 1,9,12 m,t 239
salmonella Il 9,46 m,t e,n,X
seremban 9,12 i 1,5
mathura 9,46 i e,n,z15
potto 9,46 [ 26
marylebone 9,46 k 1,2
claibornei 1,9,12 k 1,5
cochin 9,46 k 1,5
goverdhan 9,12 k 1,6
clontarf 9,46 k 1,6
ceyco 9,46 K z35
mendoza 9,12 IV 1,2
panama 1,912 Iv 15 in fase R pud avere | bovini, suini, polli,
ifattoriH 1e 11 piccioni, uomo,
carni suine,
insaccati
india 9,46 lv 1,5 cami suine
geraldton 9,46 lv 1,6
kapemba 9,12 v 1,7 insaccati
zaiman 9,12 Iv e,n,x
salmonella Il 9,12 Iv e,n,x
toronto 9,46 v e,nx: (z44)
goettingen 9,12 LV e,n,z15
salmonella Il 9,12 lv 739
italiana 9,12 Iv o infase R puo avere i
fattoriH 1 e 11
assorbita da panama
ackwepe 9,46 l,w -
victoria 19,12 Iw 1,5
dar-es-salaam || 1,9,12 lw e,n,x
itami 9,12 [,z13 1,5
miyazaki 9,12 1,213 1,7
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

napoli 1,912 ,z13 e,n,x bovini, suini, uomo,
carni suine,
insaccati
nordrhein 9,46 1,213,228 e,n,z15
salmonella Il 1,9,12,(46),27 (1,213,228  |z39
javiana 1,912 1,228 1,5 acqua
salmonella Il 9,12 1,228 1,5 (z42)
kotu 9,12 ,228 16
salmonella Il 9,12 ,z28 e,nx
york 9,12 ,228 e,n,z15
jamaica 9,12 r 1,5
camberwell 9,12 r 1,7
deckstein 9,46 r 1,7
campinense 9,12 r e,n,z15
shoreditch 9,46 r e,n,z15
lome 9,12 r Z6
sokode 9,46 r z6
powell 9,12 y 1,7
benin 9,46 y 1,7
irchel 9,46 y e,n,x
nantes 9,46 y l,w
mayday 9,46 y 26
salmonella Il 19,12 y 239
mulhouse 19,12 z 1,2
lawndale 1,9,12 z 1,5
salmonella Il 9,46 z 1,5
kimpese 9,12 z 1,6
stellenbosch || 19,12 z 1,7
haarlem || 9,46 z e,nx
bambylor 9,46 z e,n,z15
angola Il 19,12 Z 76
hueningen |l 9,12 z 239
ekotedo 9,46 74,223 -
wangata 1,9,12 74,223 (1,7)
ngaparou 9,46 74,224
natal 9,12 74,224 -
maarssen |l 9,46 74,224 239 : z42
franken 9,12 Z6 z67
portland 9,12 z10 1,5
lishabi 9,46 z10 1,7
inglis 9,46 z10 e,nXx
ruanda 9,12 z10 e,n,z15
mahina 9,46 z10 e,n,z15
treguier 1,9,12 z10 z6
louisiana 9,46 z10 z6
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Tipizzare le salmonelle

salmonella Il 9,46 z10 z6

salmonella Il 9,46 z10 z39

salmonella Il 1,9,12,(46),27 | 210 1,5

salmonella Il 1,9,12,(46),27 | 210 e,n,x

salmonella Il 1,9,12,(46),27 | z10 z39

oukam 9,46 z29 -

canastel Il 9,12 729 1,5 inosite +

salmonella Il 1,9,12 729 e,n,x inosite -

penarth 9,12 z35 z6

hillegersberg 9,46 235 1,5

basingstoke 9,46 235 e,n,z15

trimdon 9,46 z35 z6

elomrane 1,9,12 z38 -

fresno 9,46 z38 -

wynberg |l 1,912 239 1,7

salmonella Il 9,46 z39 1,7

wuppertal 9,46 z41 -

ottawa 1,9,12 z41 1,5

salmonella Il 19,12 742 1,(5),7

franken 19,12 260 z67

ga||inarum 1’9,12 - - microcolonie ; malattia : tifosi
immobile; H2S - ; aviare
differenziabile volatili adulti
biochimicamente da
pullorum

puIIorum 1,9112 microcolonie ; malattia : pullorosi
immobile ; H2S +; | pulcini
differenziabile
biochimicamente da
gallinarum

Gruppo D 3 (0 9,46,

salmonella Il 19,12,46,27 |a z6

zuerich |l 1,9,12,46, 27 |c z39

salmonella Il 9,12,46,27 gt e,n,X

salmonella Il 1,9,12,46,27 |1213,z28 739

salmonella Il 19,1246, 27 |y 739

salmonella Il 1,9,12,46, 27 |z4,224 (1,5

salmonella Il 1,9,12,46,27 |z10 1,5

salmonella Il 1,9,12,46,27 |z10 e,n,x

salmonella Il 1,9,12,46,27 |z10 739

Gruppo E 1 (0 3,10)

Attenzione ! Parecchi sierotipi di questo gruppo possiedono delle varianti contenute nei
successivi gruppi E2 ed E 3

salmonella Il

3,10

a

Iv

aminatu

3,10

a

1,2
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

goelzau 3,10 a 1,5

oxford 3,10 a 1,7 carni bovine

masembe 3,10 a e,nx

matroosfontein || 3,10 a e,n,x

galil 3,10 a e,n,z15

salmonella Il 3,10 a z39

kalina 3,10 b 1,2

butantan 3,10 b 1,5

allerton 3,10 b 1,6

huvudsta 3,10 b 1,7

wilmington 3,10 b 26

benfica 3,10 b e,nx

salmonella |l 3,10 b e,n,x

yaba 3,10,(15) b e,n,z15

epicrates 3,10 b l,w

salmonella Il 3,10 b z39

chittagong 1,3,10,19 b 235

asylanta 3,10 c 1,2

gbadago 3,10,(15) c 1,5

ikayi 3,(10),(15) c 1,6

pramiso 3,10 c 1,7

agege 3,10 c e,n,z15

anderlecht 3,10 C [w

okefoko 3,10 c Z6

stormont 3,10 d 1,2

shangani 3,10 d 1,5

lekke 3,10 d 1,6

onireke 3,10 d 1,7

souza 3,10 d e,n,x

salmonella Il 3,10 d e,n,x

madjorio 3,10 d enz15

birmingham 3,10 d l,w

weybridge 3,10 d 6

maron 3,10 d z35

vejle 3,10 e,h 1,2

muenster 3,10 g,h 15 bovini, insaccati

anatum 3,10 e,h 1,6 suini, tacchini, polli,
uomo, carni suine,
di tacchino, equine,
bovine, insaccati,
preconfezionati,
superfici

nyborg 3,10 e,h 1,7

newlands 3,10,(15),(34) | e,h e,n,x

lamberhurst 3,10 eh e,n,z15

meleagridis 3,10 g,h lw uomo, insaccati
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Tipizzare le salmonelle

sekondi 3,10 g,h 6
chudleigh Il 3,10 e,n,x 1,7
regent 3,10 f,9,(s) (1,8) inosite ed anitre
m-tartrato +
alfort 3,10 f.g e,n,x inosite ed
m-tartrato -
bilu (1),3,10,(19) |fg;t 1,(2),7
suberu 3,10 gm -
amsterdam 3,10 g,m,s -
parow |l 3,10,(15) g,m,s,t -
salmonella Il 3,10 g,m,s,t (1,5)
westhampton 3,10 g,s.t - in fase R puo avere
i fattori H 237, z43,
z45
bloomsbury 3,10 gt 15
islington Il 3,10 gt -
salmonella Il 3,10 m,t 1,5
southbank 310,15,34 Imt (1,6)
stikland || 3,10 m,t e,n,x
cukmere 3,10 i 1,2
amounderness 3,10 i 1,5
tibati 3,10 i 1,6
truro 3,10 i 1,7
bessi 3,10 i e,n,x acqua
falkensee 3,10 i e,n,z15
hoboken 3,10 i [w
yeerongpilly 3,10 i z6
winborne 3,10 k 1,2
zanzibar 3,10,(15) k 1,5
serrekunda 3,10 K 1,7
yundum 3,10 k e,nx
marienthal 3,10 k e,n,z15
new-rochelle 3,10 k lw
nchanga 3,10 lv 1,2 cami stine,
insaccati
sinstorf 3,10 Iv 1,5 carni suine
london 3,10 lv 1,6 bovini, suini, uomo,
carni suine, bovine,
insaccati, superfici
give 3,10 lv 1,7 puo avere in fase 1 | bovini, suini, carni
e fase 2 il fattore H | suine, di tacchino,
d;infase R pud insaccati, ittici
avere i fattori H
1,240 e 277
salmonella |l 3,10 IV e,n,x
ruzizi 3,10 Iv e,n,z15
fuhlsbuettel I 3,10 lv 76
sinchew 3,10 lv 235
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

assinie 3,10 lw z6 in fase R puo avere
il fattore H z45

freiburg 3,10 ,z13 1,2

uganda 3,10 1,213 1,5

fallowfield 3,10 1,213,228 e,n,z15

hoghton 3,10 1,213,228  |z6

salmonella Il 3,10 1,228 1,5

joal 3,10 [,z28 1,7

lamin 3,10 1,228 e,n,x

westpark Il 3,10 ,z28 e,n,x

salmonella Il 3,10 1,228 z39

rutgers 3,10 ,z40 1,7 i fattori 1,240 si
presentano in fase
R ; assorbita da
give

seegefeld 3,10 ri 1,2

ughelli 3,10 r 15

dumfries 3,10 ri 1,6

elisabethville 3,10 r 1,7

simi 3,10 r e,n,z15

weltevreden 3,10 r z6 uova, acqua

amager 3,10 y 1,2 in fase R pu¢ avere
il fattore H z45

orion 3,10 y 1,5

mokola 3,10 y 1,7

ohlstedt 3,10 y e,nx

bolton 3,10 y e,n,z15

langensalza 3,10 y l,w

stockholm 3,10 y 26

fufu 3,10 z 15

alexander || 3,10 z 15

harleystreet 3,10 z 1,6

huddinge 3,10 z 1,7

finchley Il 3,10 VA e,n,x

clerkenwell 3,10 z [w

landwasser 3,10 z Z6

tafelbaai Il 3,10 z 739

adabraka 3,10 74,223 (1,7) polli, uova, acqua

wagadugu 3,10 74,223 26

ilugun 1,3,10,19 74,223 z6 m-tartrato +

florian 3,10,(15) 74,224 -

salmonella Il 3,10 74,224 -

okerara 3,10 z10 1,2

|exingt0n 3,10 710 1,5 in fase R pud avere |acqua
il fattore H z49

harrisonburg 3,10,(15),(34) | 210 1,6

coquilhatville 3,10 z10 1,7
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Tipizzare le salmonelle

kristianstad 3,10 z10 e,n,z15
biafra 3,10 z10 z6
jedburgh 3,10,(15) 729 -
everleigh 3,10 729 e,n,x
salmonella Il 3,10 z29 (e,nx)
ratchaburi 3,10 235 1,6
zongo 3,10 235 1,7
salmonella Il 3,10 z35 e,nx,z15
shannon 3,10 735 [w
cairina 3,10 235 Z6
macallen 3,10 236 -
bolombo 3,10 z38 (z6)
mpila | 3,10 738 742
winchester || 3,10 z39 1,(5),7
dortmund 3,10 z41 1,(2),5
salmonella 3,10 z41 1,(2),5
pietersburg 3,10,(15),(34) | 269 1,7

Gruppo E 2 (0 3,15) e E 3(0 3,15,34)
Attenzione ! La maggior parte dei sierotipi elencati in questi due gruppi é considerata varieta
di altre Salmonelle del precedente gruppo E 1

clichy 3,15 a 15 considerata varieta
0 15+ di goelzau
con formula
3,10,(15):a-1,5

khartoum 3,15,34 a 17 considerata varieta
- 0 15+ di oxford

con formula
3,10,(15),(34) : a -
1,7

rosenthal 3,15 b 1,5 considerata varieta
0 15+ di butantan

con formula
3,10,(15),(34) : b -
1,5

westminster 3,15 b 235

pankow 3,15 d 15 considerata varieta
0 15+ di shangani
con formula
3,10,15:d-1,5

eschersheim 3,15 d e,n,x considarata varieta
0 15+ di souza con

formula
3,10,(15):d - e,nx

goerlitz 3,15 eh 1,2 considerata varieta
0 15+ di vejle

con formula
3,10,15:e,h-1,2

new-haw 3,15 eh 15 considerata varieta
O 15+ di muenster
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

con formula
3,10,(15),(34) : e,h
-15

arkansas

e,h

1,5

considerata varieta
015,34 +di
muenster con
formula 3, 10,
(15),(34) : e,h-15

newington

3,15

e,h

1,6

considerata varieta
O 15+ di anatum
con formula
3,10,(15),(34) : e,n
-1,6

mangimi, acqua

minneapolis

3,15,34

eh

1,6

considerata varieta
015,34+ di
anatum con
formula
3,10,(15),(34) : ¢,n
-1,6

selandia

3y1_5

e,h

1,7

considerata varieta
0 15+ di nyborg
con formula
3,10,(15):e,h - 1,7

cambridge

3,15

eh

considerata varieta
0 15+ di
meleagridis con
formula
3,10,(15),(34) : ¢,h
-|w

wildwood

3y1_513_4

e,h

considerata varieta
015,34+ di
meleagridis con
formula
3,10,(15),(34) : e,h
-lw

drypool

3,(15),(34)

g.m,s

considerata varieta
015,34+ di
amsterdam con
formula
3,10,(15),(34) :
g,m,s-

parow Il

3,15

glmlsyt

halmstad

311_5

g: Slt

considerata varieta
0 15+ di
westhampton con
formula
3,10,(15),(34) :
9,8t

canoga

31&1%

glsyt

considerata varieta
015,34+ di
westhampton con
formula 3,
10,(15),(34) : g,s,t-

dessau

1,3,15,19

glsyt

nancy

311_5

considerata varieta
0 15+ di nchanga
con formula
3,10,(15) : lv-1.2
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Tipizzare le salmonelle

portsmouth

3,1_5

lv

1,6

considerata varieta
0 15+ di london
con formula
3,10,(15) : lv- 1,6

new-brunswick

3,15

1,7

considerata varieta
0 15+ di give con
formula
3,10,(15),(34) : (d)
lv:(d)1,7

menhaden

3,15,34

1,7

considerata varieta
0 15,34+ di give
con formula
3,10,(15),(34) : (d)
lv-17

kinshasa

3,15

1,213

1,5

considerata varieta
0 15+ di uganda
con formula
3,10,(15) : 1,213 -
15

lanka

311_5

z6

considerata varieta
0 15+ di
weltevreden con
formula 3,10,(15) :
r-z6

tuebingen

31&

1,2

considerata varieta
0 15+ di amager
con formula
3,10,(15):y-1,2

binza

311_5

1,5

considerata varieta
O 15+ di orion con
formula
3,10,(15),(34) : y -
1,5

thomasville

311_51&

1,5

considerata varieta
O 15+ di orion con
formula
3,10,(15),(34) : y -
1,5

cannonhill

1,3,15,19

e,nx

tournai

3,1_5

z6

considerata varieta
0 15+ di stockholm
con formula
3,10,(15) :y - z6

volatili, carni suine,
di pollo, lettiera

manila

3,15

z10

15

considerata varieta
0 15+ di lexington
con formula
3,10,(15),(34) : z10

illinois

3,15,34

z10

15

considerata varieta
015,34+ di
lexington con
formula
3,10,(15),(34) : z10
-15

harrisonburg

3,15,34

z10

1,6

hamilton

3,15

z27 (fase R)

considerata varieta
H z27+ di vejle con
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

formula 3,10,15 :

eh-12- 227
jedburgh ,(15) z29
pietersburg 3,(15),(34)  |z29 1,7
Gruppo E 4 (0 1,3,19)
niumi 1,3,19 a 1,5
juba 1,319 a 1,7
alkmaar 1,3,19 a Iw
gwoza 1,319 a e,n,z15
gnesta 1,3,19 b 1,5
visby 1,3,19 b 1,6
tambacounda 1,319 b e,n,x
kande 1,3,19 b e,n,z15
broughton 1,3,19 b [w
accra 1,319 b Z6
eastglam 1,3,19 c 1,5
bida 1,3,19 c 1,6
madiago 1,3,19 c 1,7
ahmadi 1,319 d 1,5
liverpool 1,3,19 d e,n,z15
tilburg 1,3,19 d lw in fase R puo avere
il fattore H z49
niloese 1,319 d z6
vilvoorde 1,3,19 e,h 1,5
hayindogo 1,3,19 e,h 1,6
sankt-marx 1,3,19 e,h 1,7
Sao 1,319 g,h e,n,z15
calabar 1,3,19 e,h lw
rideau 1,3,19 f.g -
petahtikva 1,3,19 fgt 1,7
maiduguri 1,3,19 f.g,t e,n,z15
kouka 1,3,19 g,m,(t)
senftenberg 1,3,19 a,(s),t in fase R pud avere | polli, suini, carni
i fattori H z43, z45, | bovine, suine, di
746 pollo, insaccati,
mangimi, superfici,
lettiera
cannstatt 1,3,19 m,t -
stratford 1,3,19 i 1,2
ouagadougou 1,3,19 i 1,5
chichester 1,3,19 i 1,6
machaga 1,3,19 i e,n,x
avonmounth 1,3,19 i e,n,z15
zuilen 1,3,19 i lw
taksony 1,3,19 (i) Z6
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Tipizzare le salmonelle

oesterbro 1,3,19 k 15
bethune 1,3,19 k 1,7
ngor 1,3,19 LV 1,5
parkroyal 1,3,19 lLv 1,7
svedvi 1,3,19 Iv e,n,z15
fulda 1,3,19 Iw 1,5
westerstede 1,3,19 1,213 (1,2)
winterthur 1,3,19 1,213 1,6
tomelilla 1,3,19 1,228 1,7
kindia 1,3,19 1,228 e,nx
lokstedt 1,3,19 1,213,228 1,2
stuivenberg 1,3,19 1,213,228 1,5
bedford 1,3,19 1,213,228 e,n,z15
cannstatt 1,3,19 m,t -
yading 1,3,19 r e,n,z15
fareham 1,3,19 r,i lw
gatineau 1,3,19 y 1,5
thies 1,3,19 y 1,7
krefeld 1,3,19 y |w mangimi
kinson 1,3,19 y e,n,x
slade 1,3,19 y e,n,z15
korlebu 1,3,19 z 1,5
kainji 1,3,19 z 1,6
lerum 1,3,19 z 1,7
schoeneberg 1,3,19 z e,n,z15
carno 1,3,19 z |w
hongkong 1,3,19 z 26
sambre 1,3,19 z4,224 -
dallgow 1,3,19 z10 e,n,z15
simsbury 1,3,19 227 (fase R) | - considerata fase R
di senftenberg
llandoff 1,3,19 z29 (z6)
ochiogu 1,3,19 z38 (e,n,z15)
Gruppo F (0 11)
salmonella Il 11 - 15
gallen 11 a 1,2
marseille 11 a 1,5
salmonella Il 11 a 1,5
toowong 11 a 1,7
montgomery |l 11 a,(d) (d), ,n,z15
luciana 11 a e,n,z15
epinay 11 a 1,213,228
glencairn I 11 a 26 : 742
atento 11 b 1,2
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

leeuwarden 11 b 1,5

wohlen 11 b 1,6

salmonella VI 11 b 1,7

srinagar VI 11 b e,n,x

pharr 1" b e,n,z15

chiredzi 11 c 1,5

brindisi 11 c 1,6

woodinville 11 c e,n,X

salmonella Il 11 c e,n,z15

ati 11 d 12

gustavia 11 d 1,5

chandans 11 d enx:(n

montgomery 1" d:a e,n,z15

findorff 11 d Z6

chingola 11 g,h 1,2

adamstua 11 g,h 1,6

redhill 11 g,h 1,213,228

abuja 1 g,m 15

grabouw 11 g,(m),s,t (z39)

missouri 11 g,s;t -

mundsburg IV 11 9,251

moers 11 m,t

lincoln Il 11 m,t e,n,x

aberdeen 11 i 1,2

brijphumi 11 i 1,5

heerlen 11 i 1,6

veneziana 11 i e,nx carnivori domestici,

uomo, insaccati

pretoria 1 k 1,2

abaetetuba 11 k 1,5

sharon 11 k 1,6

colobane 11 k 1,7

kisarawe 1 k e,nx, (z15)

mannheim 11 k [w

amba 11 k 1,213,228

salmonella 1llb 1 k z53 = Arizona
17:29:25

stendal 11 Iv 1,2

maracaibo 11 Iv 15

fann 11 Lv e,nx

bullbay 11 Iv e,n,z15

salmonella Illb 1" RY z53 = Arizona
17:23:25

salmonella Illb 1 lv y4 = Arizona
17:23:31
in fase R puo avere
il fattore H z56
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Tipizzare le salmonelle

glidji 11 Iw 1,5

tours 11 1,213 1,2
connecticut 11 1,213,228 1,5
oshabrueck 11 1,213,228 e,nx
huila Il 11 1,228 e,n,x
senegal 11 r 1,5
rubislaw 11 r (e,nX)
clanvillian 11 r e,n,z15
euston 11 ri e,n,x,z15
volta 11 r 1,213,228
solt 11 y 1,5
jalisco 11 y 1,7
herzliya 11 y e,nx
woumbou 11 y e,nx,z15
crewe 11 ya 1,5
maroua 11 z 1,7
salmonella Il 11 z e,n,x
nyanza 11 z 26, (283)
soutpan Il 11 z z39
remete 11 74,223 1,6
etterbeek 11 74,223 e,n,z15
yehuda 11 74,224 -
salmonella IV 11 74,232 -
wentworth 11 z10 1,2
straengnaes 11 z10 1,5
tel-hashomer 11 z10 e,n,x
lene 11 738 -
maastricht 11 z41 1,2
salmonella Il 11 - 1,5
Gruppo G 1(0 13.22)

mim 13,22 a 1,6
salmonella Il 13,22 a e,n.X
marschall 13,22 a 1,213,228
ibadan 13,22 b 1,5
oudwijk 13,22 b 1,6
rottnest 1,13,22 b 1,7
vaertan 13,22 b e,n,x
bahati 13,22 b e,n,z15
sanktjohann 13,23 b |w
salmonella Il 1,13,22 b z42
haouaria 13,22 C e,nx,z15
friedenau 13,22 d 1,6
diguel 1,13,22 d e,n,z15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

willemstad 1,13,22 e,h 1,6

raus 13,22 f.g e,n X

salmonella Il 13,22 fgt -

bron 13,22 g,m (e,n,z15)

limbe Il 1,13,22 gmt (1,9

new york 13,22 g,s,t - pesci, acqua

rotterdam || 13,22 gt (1,5)

salmonella |l 13,22 gt z6

washington 13,22 m,t -

salmonella Il 13,22 m,t 742 : z39

salmonella |l 13,22 k 1,5:242

salmonella V 113,22 [ -

lovelace 13,22 lv 1,5

salmonella lllb 13,22 lv 15,7 = Arizona
18:23:30

borbeck 13,22 Iv 1,6

taiping 13,22 1,213 e,n,z15

salmonella Il 13,22 1,228 1,5

salmonella V 13,22 r -

tanger 1,13,22 y 1,6

poona 13,22 z 1,6 : (z44) |infaseR pud avere
il fattore H z59

bristol 13,22 y4 1,7

tanzania 1,13,22 z e,n,z15

salmonella |l 13,22 z -

salmonella llla 13,22 74,223 - = Arizona
18:1,25:-

ried 1,13,22 74,223 (e,n,z15)

roodepoort 1,13,22 z10 1,5

salmonella Il 1,13,22 z10 z6

sapele 13,23 z10 e,n,z15

agoueve 13,22 z29 -

cliton Il 13,22 729 15

goodwood |l 13,22 729 e,n,x

mampong 13,22 z35 1,6

nimes 13,22 z35 e,n,z15

leiden 13,22 238 -

salmonella Il 13,22 z39 1,7

Gruppo G 2 (0 13,23

salmonella Il 13,23 - 1,6

chagoua 1,13,23 a 1,5

salmonella Il 1,13,23 a 1,5

wyldegreen 1,13,23 a |w

tygerberg |l 1,13,23 a 742
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Tipizzare le salmonelle

atlanta 13,23 b - assorbita da
mississippi
1,1323:b-15

sankt-johann 13,23 b |w

mississippi 1,13,23 b (1,5)

acres |l 1,13,23 b (1,5) : z42

bracknell 13,23 b 1,6

ullevi 1,13,23 b e,n,x

durham 13,23 b e,n,z15

handen 1,13,23 d 1,2

mishmar-haemek 1,13,23 d 1,5

wichita 1,13,23 d 1,6 in fase R puo
avere il fattore H
237

grumpensis 1,13,23 d 1,7

salmonella Il 13,23 d e,n,x

tel-el-kebir 13,23 d e,n,z15

salmonella Il 1,13,23 d e,n,z15

putten 13,23 d |w

isuge 13,23 d z6

tschangu 1,13,23 g,h 1,5

vridi 1,13,23 e,h lw

epping I 1,13,23 e,nx 1,(5),7

havana 1,13,23 £,9,(s) - in fase R puo
avere i fattori H
z45¢e 279

salmonella Illa 1,13,23 9,51 - = Arizona
18:13,14 :-

agbeni 1,13,23 gm,(s),t) |-

congo 13,23 g,m,s;t -

salmonella Il 1,13,23 g,m,s;t 1,5

salmonella Il 1,13,23 g,ms,t 742

kraaifontein I 1,13,23 g,m,t (e,n,x) assorbita da
luanshya 1,13,23 :
g,m,s,t-(e,n,x)

okatie 13,23 g,(s)t -

luanshya Il 1,13,23 g,ms,t (e,nX)

gojenberg Il 1,13,23 gt 15

salmonella Il 13,23 gt e,nx

salmonella Il 1,13,23 g,(s)t z42

kintambo 1,13,23 m,t -

katesgrove |l 1,13,23 m,t 15

worcester || 1,13,23 m,t e,n,x

boulders Il 1,13,23 m.t z42

idikan 1,13,23 i 1,5

jukestown 13,23 i e,n,z15

kedougou 113,23 i lw carni suine,

insaccati, acque
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

marburg 13,23 k -

salmonella Il 13,23 k z41

nanga 1,13,23 Iv e,n,z15

salmonella Il 13,23 lw €,nX

salmonella Il 13,23 1,228 1,5

salmonella Il 13,23 1,228 26

vredelust Il 1,13,23 1,228 742

adjame 13,23 r 1,6

linton 13,23 r e,n,z15

yarrabah 13,23 y 1,7

ordonez 1,13,23 y l,w

tunis 1,13,23 y z6

nachshonim || 1,13,23 z 1,5

salmonella lllb 13,23 z 1,5

farmsen 13,23 z 1,6

worthington 1,13,23 z l,w in fase R puo
avere il fattore H
z45

salmonella Il 1,13,23 z 742

ajiobo 13,23 74,223

salmonella llla 13,23 24,723,(232) :8Afi12%n;i

romanby 1,13,23 74,224

salmonella llla 1,13,23 74,224 = Arizona
18 :13,11:-

demerara 13,23 z10 lw

sapele 13.23 z10 e,n,z15

cubana 1,13,23 z29 - in fase R puo
avere i fattori H
237 e 743

salmonella Il 1,13,23 729 e,n,x

salmonella Il 1,13,23 z29 15

anna 13,23 235 e,n,z15

fanti 13,23 238 -

salmonella Il 1,13,23 z39 15,7

stevenage || 1,13,23 (z42) 1,(5),7

Gruppo H (0 6,14,24,25)

garba 1,6,14,25 a 15

salmonella VI (1),6,14 a 15

ferlac VI 1,6,14,25 a e,nx

banjul 1,6,14,25 a e,n,z15

ndjamena 1,6,14,25 b 1,2

kuntair 1,6,14,25 b 15

tucson (1),6,14,(25) | b (1,7)

salmonella lllb (6),14 b enxz15 | =Arizona
7a,7c:43:28
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Tipizzare le salmonelle

bljidorp 1,6,14,25 c 1,5

kassberg 1,6,14,25 c 1,6

runby 1,6,14,25 c e,n,x

minna 1,6,14,25 c lw

heves 6,14,(24) d 15

finkenwerder (1),6,14,(25) |d 1,5

woodhull 1,6,14,25 d 1,6

florida (1),6,14,(25) |d 1,7

midway 6, 14,24 d 1,7

lindern 6,14,(24) d e,n,x

charity (1),6,14,(25) |d e,n,x

teko (1),6,14,(25) | d e,n,z15

encino 1,6,14,25 d 1,213,228

albuquerque 1,6,14,24 d Z6

bahrenfeld 6,14,24 e,h 15

onderstepoort 1,6,14,(25) [eh 15

magumeri 1,6,14,25 g,h 1,6

beaudesert (1),6,14,(25) | eh 1,7

salmonella V 6,14 e,n,z15

warragul (1),6,14,(25) | gm

caracas (1),6,14,(25) | g,m,s

sylvania (1),6,14,(25) | g,p

catanzaro 6,14 g,s.t

kaitaan 1,6,14,25 m,t -

rooikrantz Il 1,6,14 m,t 1,9

emmerich || 6,14 (m,t) e,n,x

mampeza 1,6,14,25 i 15

buzu (1),6,14,(25) |i 1,7

schalkwijk 6,14,24 i en,..

mOoussoro 1,6,14,25 i e,n,z15

harburg (1),6,14,(25) [k 15

salmonella Il 6,14,(24) k 1,6

salmonella Il 6,14 k (e,n,x)

salmonella Illb (6),14 k z = Arizona
7a,7¢:29:31

salmonella Illb (6),14 k z53 = Arizona
7a,7¢:29:25

salmonella Il 1,6,14 k 26,242

boecker (1),6,14,(25) |lv 1,7

horsham 1,6,14,(25) [lv e,n,x

alpenquai 6,14 Lv e,n,z15

salmonella lllb (6),14 lv z = Arizona
7a,7¢:23:31

salmonella lllb (6),14 Iv z35 = Arizona
7a,7¢:23:21

salmonella lllb (6),14 lv z53 = Arizona
7a,7¢:23:25
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella VI 6,14 lv 788 malonato +

aflao 1,6,14,25 ,z28 e,nXx

salmonella lllb (6),14 r z = Arizona
7a,7¢c:24: 31

istoria 1,6,14,25 ri 1,5

surat (1),6,14,(25) | (r),() e,n,z15

carrau 6,14,(24) y 1,7

madelia 1,6,14,25 y 1,7

fischerkietz 1,6,14,25 y e,n,x

mornington 1,6,14,25 y e,n,z15

homosassa 1,6,14,25 z 1,5

kanifing 1,6,14,25 Z 1,6

soahanina 6,14,24 z e,n,x

sundsvall (1),6,14,(25) |z e,n,x

royan 1,6,14,25 z e,n,z15

poano 1,6,14,25 z 1,213,228

salmonella IV 6,14 74,223 -

arapahoe 1,6,14 74,223 1,5

bousso 1,6,14,25 74,223 (e,n,z15)

chichiri 6,14,24 74,7224 -

uzaramo 1,6,14,25 74,724 -

nessa 1,6,14,25 z10 1,2

laredo 1,6,14,25 z10 1,6

simonstown || 1,6,14 z10 1,5

bornheim VI 1,6,14,25 z10 1,(2),7 classificata anche
nel sottogenere ||

salmonella Illb (6),14 z10 e,nx,z15 | =Arizona
7a7c:27:28

salmonella Illb (6), 14 z10 z53 corrisponed ad
arizona
7a,7¢:27:25

salmonella Illb (6),14 z10 z:(253) corrisponed ad
arizona
Ta,7¢:27:31:
(25)

slangkop I 1,6,14 z10 26: 242

salmonella Il 6,14 236 -

potosi 6,14 236 1,5

sara 1,6,14,25 238 (e,n,x)

salmonella Il 1,6,14 z42 1,6

salmonella lllb (6),14 z52 - = Arizona
7a,7¢c:26:28

salmonella llb (6),14 z52 235 = Arizona
7a,7¢:26: 21

Gruppo | (0 16)

hannover 16 a 1,2

brazil 16 a 1,5
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Tipizzare le salmonelle

amunigun 16 a 1,6
nyeko 16 a 1,7
togba 16 a e,n,x
fischerhuette 16 a e,n,z15
heron 16 a 76

hull 16 b 1,2
melaka 16 b 12,5
wa 16 b 1,5
glasgow 16 b 1,6
hvittingfoss 16 b e,n,x
salmonella |l 16 b e,nx
sangera 16 b e,n,z15
vegesack 16 b lw
malstatt 16 b Z6
salmonella |l 16 b 239
salmonella Il 16 b z42
vancouver 16 c 1,5
gafsa 16 c 1,6
shamba 16 c e,nx
hithergreen 16 c e,n,z15
yoruba 16 c |w
oldenburg 16 d 1,2
sculcoates 16 d 1,5
salmonella Il 16 d 1,5
sherbrooke 16 d 1,6
gaminara 16 d 1,7
barranquilla 16 d e,nX
salmonella Il 16 d e,n,x
nottingham 16 d e,n,z15
caen 16 d [w
barmbek 16 d Z6
malakal 16 e,h 1,2
saboya 16 e,h 1,5
rhydyfelin 16 g,h e,n,x
weston 16 e,h Z6
bellville 16 e,n,x 1,(6),7
salmonella Il 16 (e,nX) 1,6:242
tees 16 fg -
adeoyo 16 g,m,(t) -
nikolaifleet 16 g,m,s -
mobeni I 16 g,(m),(s)t | (enx)
cardoner 16 g,s.t -
merseyside |l 16 g,t (1,5)
salmonella Il 16 g,(m),(s)t |z42
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

mpouto 16 m,t -

salmonella |l 16 m,t e,nx

morbihan 16 m,t e,n,z15

rowburton Il 16 m,t (z42)

amina 16 i 15

agbara 16 i 1,6

wisbech 16 i 1,7

frankfurt 16 i e,n,z15

pisa 16 i |w

abobo 16 i Z6

salmonella Illb 16 i z35 = Arizona
25:33: 21

szentes 16 k 1,2

nuatja 16 k €,nX

orientalis 16 k e,n,z15

salmonella Illb 16 k y4 = Arizona
25:29:31

salmonella Illb 16 k z35 = Arizona
25:22: 21

salmonella Illb 16 k z53 = Arizona
25:29:25

salmonella lllb 16 lv 15,7 = Arizona
25:23:30

shanghai 16 lv 1,6

welikade 16 Iv 1,7

salford 16 Iv e,n,x

burgas 16 Lv e,n,z15

essingen 16 lv z6

salmonella Illb 16 Lv z35 = Arizona
25:23:21

salmonella lllb 16 Lv z53 = Arizona
25:23:25

los-angeles 16 LV z6

salmonella lllb 16 RY z:(z61) = Arizona
25:23:31:(41)

zigong 16 |w 1,9

westeinde 16 [w 1,6

brooklyn 16 |w e,nx

lomnava 16 Iw e,n,z15

noordhoek || 16 Iw Z6

mandera 16 1,213 e,n,z15

enugu 16 1,(z13),z28 | (1,9)

battle 16 1,213,228 1,6

ablogame 16 1,213,228 z6

sarepta Il 16 1,228 z42

ivory 16 r 1,6

brunflo 16 r 1,7

rovaniemi 16 ri 1,5

167




Tipizzare le salmonelle

annedal 16 ri e,n,x

zwickau 16 ri e,n,z15

saphra 16 y 15

akuafo 16 y 1,6

kikoma 16 y e,n,x

avignon 16 y e,n,z15

gerland 16 z 1,5

fortlamy 16 z 1,6

lingwala 16 z 1,7

louwbester Il 16 z e,n,x

brevik 16 z e,n,(x),z15

bouake 16 z z6

salmonella Il 16 z 742

kibi 16 74,723 (1,6)

haddon || 16 74,723 -

axim 16 z4,223 z6

salmonella Il 16 74,224 -

salmonella IV 16 74,724 -

salmonella Il 16 z6 1,6

badagry 16 z10 1,5

salmonella IlIb 16 z10 15,7 = Arizona
25:27:30

lisboa 16 z10 1,6

redlands 16 z10 e,n,z15

angouleme 16 z10 26

saloniki 16 729 -

jacksonville Il 16 z29 (e,n,x)

salmonella Il 16 z29 1,5

trier 16 235 1,6

salmonella Il 16 235 e,n,x

dakota 16 235 e,nz15

salmonella IV 16 236 -

salmonella Il 16 736 e,n,z15

naware 16 238 -

grancanaria 16 z39 (1,6) d-tartrato -, dulcite
-, ONPG +

woodstoch || 16 742 1,(5),7

elsiesriver || 16 z42 1,6

salmonella Illb 16 z52 z35 = Arizona
25:26:21

Gruppo J (0 17)

bonames 17 a 1,2

jangwani 17 a 1,9

kinondoni 17 a e,n,x

kirkee 17 b 1,2
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

dahra 17 b 1,5

mattenhof 17 b e,n,x

hillbrow Il 17 b e,nx,z15

bignona 17 b e,n,z15

salmonella Il 17 b z6

luedinghausen 17 c 1,5

victoriaborg 17 c 1,6

woerden Il 17 c z39

berlin 17 d 1,5

niamey 17 d Iw

karlshamn 17 d e,n,z15

jubilee 17 g,h 1,2

verity |l 17 e,nx,z15 1,6

salmonella |l 17 e,nx,z15 1,(5),7

bleadon || 17 (9.t (e,nx,215)

salmonella Il 17 gt z39

salmonella Il 17 g,m,st -

lowestoft 17 g,s.t -

bama 17 m,t -

salmonella Il 17 m,t -

ahanou 17 i 1,7

salmonella Illb 17 i z35 = Arizona
12:33: 21

irenea 17 k 1,5

warri 17 k 1,7

salmonella Il 17 k -

matadi 17 k e,n,x

zaria 17 k e,n,z15

salmonella lllb 17 k z = Arizona
12:29:32

morotai 17 IV 1,2

michigan 17 IV 1,5

lancaster 17 Iv 1,7

car mel 17 lv e,nx

salmonella Illb 17 R e,nxz15 | =Arzona
12:23:28

salmonella Illb 17 lv z35 = Arizona
12:23:21

granlo 17 1,228 e,n,x

lode 17 r 1,2

salmonella Illb 17 r y4 = Arizona
12:24:31

lokomo 17 y lw

tendeba 17 y e,nx

hadejia 17 y enz15

salmonella Il 17 y -

gori 17 z 1,2
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Tipizzare le salmonelle

warengo 17 z 15

salmonella Il 17 z 1,7

tchamba 17 z e,n,z15

constantia Il 17 z lw:z42

salmonella Il 17 z10 -

djibouti 17 z10 e,nx

salmonella lllb 17 z10 e,nx,z15 | =Arzona
12:27:28
in fase R puo
avere il fattore z56

salmonella Illb 17 z10 z = Arizona
12:27: 31

kandla 17 z29 -

salmonella llla 17 z29 - = Arizona
12:16,17,18 : -

salmonella IV 17 z29 -

salmonella llla 17 74,223 - = Arizona
12:125:- ¢
12:1,26:-

salmonella Illa 17 74,223,232 |- = Arizona
12:1,6,79:-

salmonella llla 17 74,224 - = Arizona
12:13,11:-

salmonella llla 17 74,232 - = Arizona
12:16,7:-¢
12:1,78:-

aachen 17 235 1,6

Gruppo K (0 18)

brazos 6,14,18 a e,n,z15

fluntern 6,14,18 b 15

rawash 6,14,18 c e,nx

groenekan 18 d 15

usumbura 6,14,18 d 1,7

pontypridd 18 g,m -

salmonella llla 18 0,251 - = Arizona
7a,70:13,14 : -

langenhorn 18 m,t -

salmonella Il 18 m,t 1,5

memphis 18 k 1,5

salmonella |llb 18 (k) z53 = Arizona
7a,70:22:25

salmonella llla 18 (k) z54 = Arizona
7a7b:22:34

salmonella llla 18 v e,nxz15 | =Arzona
7a7b.23:28

orlando 18 LV e,n,z15

salmonella lllb 18 lv z = Arizona
7a,7b:23: 31

salmonella Illb 18 Lv z53 = Arizona
7a,70:23:25
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

toulon 18 lw e,n,z15

salmonella lllb 18 r z = Arizona
7a,7b:24 . 31

tennenlohe 18 r 15

troy 18 y 1,7

salmonella Il 18 y e,nx,z15

potengi 18 z

cerro 18 74,223 (1,9

siegburg 6,14,18 74,223 (1,5) considereta varieta
014+ di cerro
assorbita da cerro

salmonella Il 18 74,223 -

aarhus 18 74,223 z64

salmonella llla 18 74,223 - = Arizona
7a,7b:125:-¢e
7a7b:126:-

blukwa 6,14,18 z4,224 -

salmonella |l 18 z4,224 -

shomron |l 18 74,232 - assorbita da
arizona
7a,7b:1,7,8:-

salmonella llla 18 74,732 - = Arizona
7a,7b:16,7:-¢
7a,7b:1,7,8:-

leer 18 z10 1,5

salmonella Illb 18 z10 e,nxz15 | =Arzona
7a,7b:27:28

carnac 18 z10 Z6

zeist |l 18 z10 Z6

beloha Il 18 236 -

salmonella |V 18 236,238 -

sinthia 18 238 -

cotia 18 - 1,6

delmenhorst 18 z71 -

Gruppo L (0 21)

assen 21 a (1,5)

salmonella |l 21 b 1,5

ghana 21 b 1,6

minnesota 21 b e,nx in fase R puo
avere i fattori H
233 0249

hydra 21 c 1,6

rhone 21 c e,n,x

salmonella Il 21 c e,n,X

salmonella llb 21 c e,nxz15 | =Arzona
22:32:28

spartel 21 d 15

magwa 21 d €,nX
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Tipizzare le salmonelle

madison 21 d z6

good 21 f.g €,N,X

salmonella Il 21 m,t -

salmonella Il 21 g,(m),(s),t -

salmonella lllb 21 9,251 - = Arizona
22:13,14:-

salmonella IV 21 9,251 -

diourbel 21 i 1,2

salmonella Illb 21 i 1,57 = Arizona
22:33:30

salmonella lllb 21 i enxz15 | =Arizona
22:33:28

salmonella lllb 21 k enxz15 |=Arizona
22:29:28

salmonella Illb 21 k z = Arizona
22:29:31

salmonella Illb 21 lv z = Arizona
22:23:31

salmonella lllb 21 lv z57 = Arizona
22:23:40

surrey 21 k 1,(2),5

keve 21 |\w -

jambur 21 1,228 e,n,z15

mountmagnet 21 r -

salmonella Illb 21 r z = Arizona
22:24:31

ibaragi 21 y 1,2

ruiry 21 y e,nXx

salmonella Il 21 z -

baguida 21 74,223 -

gwaai ll 21 74,224 -

salmonella Illa 21 74,224 - = Arizona
22:1,311:-

salmonella Illa 21 74,223 - = Arizona
22:1,25:-
22:126:-

soesterberg IV 21 74,223 -

salmonella IV 21 74,232 -

wandsbek |l 21 z10 (z6)

salmonella lllb 21 z10 e,nxz15 |=Arzona
22:27:28

salmonella Illb 21 z10 z = Arizona
22:27:31

salmonella lllb 21 z10 z53 = Arizona
22:27:25

gambaga 21 235 e,n,z15

salmonella Illb 21 265 enxz15 | =Arizona
22:32:28

Gruppo M (0 28)

[ solna | 28 la [15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

dakar 28 a 1,6
bakau 28 a 1,7
seattle 28 a e,n,x
salmonella |l 28 a e,n,x
honelis 28 a e,n,z15
dibra 28 a z6
freefalls 28 b lw
moero 28 b 1,5
ashanti 28 b 1,6
bokanjac 28 b 1,7
soumbedioune 28 b e,n,x
salmonella |l 28 b e,n,x
langford 28 b e,n,z15
kaltenhausen || 28 b z6
hermannswerder 28 c 1,5
eberswalde 28 C 1,6
halle 28 c 1,7
dresden 28 c e,nx
wedding 28 c e,n,z15
techimani 28 C Z6
amoutive 28 d 15
hatfield 28 d 1,6
mundonobo 28 d 1,7
mocamedes 28 d e,n,x
patience 28 d e,n,z15
cullingworth 28 d |w
kpeme 28 gh 1,7
gozo 28 g,h e,n,z15
salmonella |l 28 e,n,x 1,7
salmonella Il 28 e,n,z15 z87
friedrichsfelde 28 f.g -
yardley 28 g,m 1,6
abadina 28 gm (e,n,z19)
croft 28 g,m,s (e,n,z15)
llandudno I 28 g,(m),(s)t 1,5
salmonella Il 28 g,m,t e,nx
salmonella Il 28 g,mt z39
ona 28 g,s.t

salmonella Il 28 g,s.t €,nX
morillons 28 m,t 1,6
vinohrady 28 m,t (e,n,z15)
salmonella Il 28 m,t (e,nx)
doorn 28 i 1,2
cotham 28 i 1,5
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Tipizzare le salmonelle

volksmarsdorf 28 i 1,6
dieuppeul 28 i 1,7
warnemuende 28 i e,n,x
kuessel 28 i e,n,z15
douala 28 i |w
guildford 28 k 1,2
ilala 28 k 1,5
adamstown 28 k 1,6
ikeja 28 K 1,7
salmonella lllb 28 k 1,7
taunton 28 k e,n,x
ank 28 k e,n,z15
leoben 28 |V 1,5
vitkin 28 Lv e,n,x
nashua 28 |V e,n,z15
ramsey 28 |w 1,6
catalunia 28 1,213,228 1,5
penilla 28 1,213,228 e,n,z15
fajara 28 1,228 e,n,x
salmonella Il 28 1,228 1,5
chicago 28 r, (i) 15
bassadji 28 r 1,6
banco 28 ri 1,7
kibusi 28 r e,n,X
oevelgoenne || 28 r e,n,z15
sankt-georg 28 r, (i) e,n,z15
fairfield 28 r |w
oskarshamn 28 y 1,2
nima 28 y 15
pomona 28 y 1,7 in fase R puo
avere i fattori H
260, 270, z80
kitenge 28 y e,n,X
tel-aviv 28 y e,n,z15
shomolu 28 y |w
selby 28 y z6
vanier 28 z 1,5
salmonella Il 28 z 1,5
doel 28 z 1,6
ezra 28 Z 1,7
brisbane 28 z e,n,z15
ceres |l 28 z z39
cannobio 28 74,223 1,5
teltow 28 74,223 1,6
babelsberg 28 74,223 (e,n,z15)
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

rogy 28 z10 1,2

farakan 28 z10 1,5

libreville 28 z10 1,6

malaysia 28 z10 1,7

umbilo 28 z10 e,n,x bovini, acque

luckenwalde 28 z10 e,n,z15

moroto 28 z10 |w

salmonella lllb 28 z10 z = Arizona
35:27:31

salmonella Illb 28 210 z:(257) = Arizona
35:27:31:(40)

djermaia 28 z29 -

salmonella Il 28 729 1,5

salmonella Il 28 729 e,n,x

konolfingen 28 z35 1,6

babili 28 235 1,7

santander 28 235 e,n,z15

aderike 28 238 (e,n,z15)

Gruppo N (0 30)

overvecht 30 a 1,2

zehlendorf 30 a 1,5

guarapiranga 30 a e,n,X

doulassame 30 a e,n,z15

odijk 30 a 239

louga 30 b 1,2

aschersleben 30 b 1,5

tempe 30 b 1,7

urbana 30 b e,nx

neudorf 30 b e,n,z15

salmonella Il 30 b z6

zaire 30 C 1,7

morningside 30 c enz15

salmonella Il 30 c z39

messina 30 d 1,5

livulu 30 e,h 1,2

torhout 30 g,h 1,5

slatograd |l 30 g,t -

godesberg 30 g,m,(t)

giessen 30 g,m,s

salmonella Il 30 g,m,s e,n,x

sternschanze 30 gst in fase R puo
avere il fattore H
259

wayne 30 9,251
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Tipizzare le salmonelle

salmonella Il 30 m,t -
landau 30 i 1,2
morehead 30 i 1,5
mjordan 30 i enz15
soerenga 30 i lw
hilversum 30 k 1,2
ramatgan 30 k 1,5
aqua 30 k 1,6
angoda 30 k e,n X
odozi 30 k e,n,(x),z15
salmonella Il 30 k e,n, x,z15
ligeo 30 Iv 1,2
donna 30 Iv 1,5
ockenheim 30 1,213,228 1,6
morocco 30 1,213,228 e,n,z15
salmonella Il 30 1,228 Z6
grandhaven 30 r 1,2
gege 30 r 15
quincy 30 r 1,6
matopeni 30 y 1,2
bietri 30 y 1,5
steinplatz 30 y 1,6
baguirmi 30 y e,nx
nijmegen 30 y enz15
stoneferry 30 74,223

bodjonegoro 30 74,224 -
salmonella Il 30 Z6 1,6
sada 30 z10 1,2
senneville 30 z10 15
kumasi 30 z10 e,n,z15
salmonella Il 30 z10 e,nx,z15
aragua 30 729 -

kokoli 30 235 1,6
wuiti 30 235 e,n,z15
ago 30 238 -
salmonella Il 30 239 1,7
Gruppo O (0 35)

umhlatazana 35 a e,n,z15
tchad 35 b -

yolo 35 c (e,n,z15)
gouloumbo 35 c 15
dembe 35 d Iw
salmonella Il 35 d 15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

gassi 35 gh z6

adelaide 35 f.g - in fase R pud
avere il fattore H
227

salmonella Il 35 (f,9,t 15

ealing 35 g,m,s -

salmonella Il 35 g,ms;t -

ebrie 35 g.m,t -

anecho 35 g.s.t -

agodi 35 g.t -

salmonella Il 35 gt 15

salmonella Il 35 gt 742

monschaui 35 m,t -

salmonella Il 35 m,t -

salmonella llla 35 0,251 - = Arizona
20:13,14:-

salmonella [llb 35 [ enxz15 | =Arzona
20:33.28

gamba 35 [ e,n,z15

bandia 35 i Iw

salmonella Illb 35 [ z = Arizona
20:33:31

salmonella Illb 35 i z35 = Arizona
20:33: 21

salmonella Illb 35 i z53 = Arizona
20:33:25

salmonella Illb 35 k enxz15 | =Arzona
20:29:28

salmonella Illb 35 k z = Arizona
20.29:31

salmonella Illb 35 k z53 = Arizona
20:29:25
in fase R pud
avere il fattore H
z50

salmonella Illb 35 (k) z = Arizona
20:22: 31

salmonella Illb 35 (k) 235 = Arizona
20:22: 21

salmonella IlIb 35 Lv 1,57 = Arizona
20:23:30

salmonella lllb 35 Iv e,nx,z15 | =Arizona
20:23:28

salmonella Illb 35 lv 235, (z67) | =Avizona
20:23: 21

salmonella Il 35 1,228 -

salmonella [llb 35 r enxz15 | =Arzona
20:24:28

massakory 35 r lw

salmonella Illb 35 r z = Arizona
20:24: 31

salmonella Illb 35 r 235 = Arizona
20:24: 21
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Tipizzare le salmonelle

salmonella lllb 35 r z61 = Arizona
20:24:41

alachua 35 74,223 - in fase R puo carni suine
avere i fattori H
237 e 745

salmonella llla 35 74,223 - = Arizona
20:1,2,6:-

westphalia 35 74,724 -

salmonella llla 35 74,232 - = Arizona
20:1,78:-

camberene 35 z10 1,5

enschede 35 z10 |w

salmonella lllb 35 z10 z35 = Arizona
20:27:21

ligna 35 z10 z6

widemarsch 35 z29 -

salmonella llla 35 z29 - = Arizona
20:16,17,18: -

utbremen |l 35 z29 e,n,x

salmonella llla 35 236 - = Arizona
20:17,20: -

haga 35 238 -

salmonella Illb 35 252 1,57 = Arizona
20:26:30

salmonella Illb 35 252 enxz15 | =Arizona
20:26:28

salmonella lllb 35 252 z = Arizona
20:26:31

salmonella lllb 35 252 z35 = Arizona
20:26:21

Gruppo P (0 38)

oran 38 a e,n,z15

salmonella Il 38 b 1,2

rittersbach 38 b e,n,z15

sheffield 38 c 1,5

kidderminster 38 c 1,6

carletonville Il 38 d (1,5)

salmonella Il 38 d 739

thiaroye 38 g,h 1,2

kasenyi 38 gh 1,5

korovi 38 g,m,(s) -

foulpointe I 38 g.t -

rothenburgsort 38 m,t -

salmonella llla 38 9,251 - = Arizona
16:13,14 : -

salmonella IV 38 g,251 -

mgulani 38 i 1,2

lansing 38 i 1,9
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella lllb 38 i z = Arizona
16:33:31

salmonella Illb 38 i z53 = Arizona
16:33:25

echa 38 k 1,2

mango 38 k 15

inverness 38 k 1,6

njala 38 k e,n,x

salmonella Illb 38 k enxz15 | =Arzona
16:29: 28

salmonella lllb 38 k z = Arizona
16:29:31

salmonella lllb 38 k z53 = Arizona
16:29:25

salmonella lllb 38 (k) 1,57 = Arizona
16:22:30

salmonella Illb 38 (k) z = Arizona
16:22:31

salmonella Illb 38 (k) 235 = Arizona
16:22:21
in fase R puo
avere il fattore H
256

salmonella lllb 38 (k) 754 = Arizona
16:22:34

salmonella lllb 38 (k) z55 = Arizona
16:22:37

alger 38 lv 1,2

kimberley 38 Lv 1,9

roan 38 IV e,n,x

taylor 38 lv enz15

salmonella lllb 38 lv z = Arizona
16:23:31

salmonella lllb 38 lv 235 = Arizona
16:23: 21

salmonella lllb 38 RY 253 : (z54) | = Arizona
16:23:25:(34)

lindi 38 r 1,5

salmonella lllb 38 r 1,57 = Arizona
16:24:30

emmastad 38 r 1,6

salmonella Illb 38 r enxz15 | =Arizona
16:24:28

salmonella lllb 38 r z:(z57) = Arizona
16:24:31:(40)

salmonella Illb 38 r z35 = Arizona
16:24: 21

freetown 38 y 15

colombo 38 y 1,6

perth 38 y e,n,X

stachus 38 z -

yoff 38 74,223 1,2
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Tipizzare le salmonelle

salmonella llla 38 74,223 - = Arizona
16:126:-

salmonella IV 38 74,223 -

bangkok 38 74,724 -

neunkirchen 38 z10 1,5

salmonella Illb 38 z10 z = Arizona
16:27 : 31

salmonella Illb 38 z10 z53 = Arizona
16:27:25

klouto 38 238 -

salmonella Illb 38 z47 z53 = Arizona
16:39:25

salmonella lllb 38 252 z35 = Arizona
16:26 : 21

salmonella lllb 38 252 z53 = Arizona
16:26:25

salmonella Illb 38 z53 - = Arizona
16:25:-
in fase R pud
avere i fattori H
z50 e 276

salmonella Illa 38 261 - = Arizona
16:41: -

salmonella Illb 38 261 z53 = Arizona
16:41:25

Gruppo Q (0 39)

salmonella Il 39 - 1,7

salmonella Il 39 a z39

wandsworth 39 b 1,2

abidjan 39 b [w

salmonella Il 39 c e,n,x

logone 39 d 1,9

bruebach 39 e,h 1,2

mara 39 eh (1,5)

salmonella Il 39 e,n,x 1,7

salmonella II 39 (g),m,t (e,n,x)

hofit 39 i 1,5

cumberland 39 i e,n,X

alma 39 i e,n,z15

champaign 39 k 1,5 in fase R puo
avere il fattore H
748

new jersey 39 k e,n X

salmonella Il 39 Lv 1,5

kokomlemle 39 lv e,n,x

oerlikon 39 lv e,n,z15

mondeor || 39 1,228 e,n,x

salmonella Il 39 1,228 239

anfo 39 y 1,2
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

windermere 39 y 15

delan 39 y e,n,z15

hegau 39 z10 -

cook 39 z48 (infase |1,5 assorbita da

R) champaign

39:k-15

Gruppo R (0 40)

shikmonah 40 a 1,5

salmonella |l 1,40 a 15

greiz 40 a z6

salmonella |l 1,40 a z6

springs |l 40 a z39

salmonella Il 40 b -

riogrande 40 b 1,5

saugus 40 b 1,7

johannesburg 1,40 b e,nx

duval 1,40 b e,n,z15

benguella 40 b z6

suarez Il 1,40 c e,n,x,z15

salmonella Il 1,40 c 239

driffield 1,40 d 15

ottershaw || 40 d -

tilene 1,40 e,h 1,2

salmonella Il 1,40 e,nx 1,(5),7

salmonella Il 1,40 e,nx,z15 1,6

salmonella Il 1,40 (M,9,() e,nxz15

bijlmer 1,40 g,m

boksburg I 40 g,(m),s,(t) e,nx

alsterdorf || 1,40 g,m,(s)t (1,5

salmonella Il 1,40 g,(m),(s)t Z42

salmonella IV 1,40 gt

salmonella Il 1,40 gt (e,nx)

salmonella Il 1,40 gt 1,5

salmonella Il 40 gt z39

salmonella Il 1,40 gt e,nx,z15

seminole IV 1,40 9,251 -

salmonella lllb 40 g,z51 (e,n,x,z15) | = Arizona
10a,10b : 13,14 :
(28)

salmonella IV 40 m,t -

salmonella Il 40 m,t z39

salmonella Il 1,40 m,t 742

goulfey 1,40 k 1,5

allandale 1,40 k 1,6

hann 40 k e,n,x
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Tipizzare le salmonelle

sunnydale Il 1,40 k e,n,z15

salmonella Il 40 k z6

salmonella lllb 40 k z53 = Arizona
10a,10b : 29 : 25

salmonella lllb 40 k z:257 = Arizona
10a,10b : 23 : 25

millesi 1,40 lv 1,2

canary 40 Lv 1,6

salmonella Il 40 Iv e,n,x

overchurch 1,40 lw (1,2)

salmonella Illb 40 Lv z = Arizona
10a,10b,(10c) : 23
131

salmonella Illb 40 lv z53 = Arizona
10a,10b : 23 : 25

tiko 40 1,213,228 1,2

bukavu 1,40 1,228 15

santhiaba 40 1,228 1,6

salmonella Il 1,40 1,228 1,5:742

salmonella Il 1,40 1,228 z39

salmonella lllb 40 r z53

odienne 40 y 1,9

bulawayo I 1,40 z 1,5

casamance 40 z e,nx

nowawes 40 z Z6

salmonella Il 1,40 z Z6

salmonella Il 40 z 239

salmonella Il 40 z 742

salmonella Il 40 74,224 (z39)

salmonella Il 1,40 z6 1,5

salmonella Illb 40 z10 z35 = Arizona
10a,10b: 27 : 21

trotha 40 z10 Z6

omifisan 40 729 -

salmonella Illa 40 z29 - = Arizona
10a,10b: 16,18 : -

salmonella V 1,40 235 -

yekepa 1,40 235 e,n,z15

fandran Il 1,40 235 e,nx,z15

salmonella llla 40 z35 - = Arizona
10a,10b:17,20 : -

salmonella lllb 40 z39 1,5:742

grunty Il 1,40 239 1,6

salmonella Il 40 239 1,7

salmonella llla 40 74,723 - = Arizona
10a,10b:1,2,5 : -

10a,10b:1,2,56:

10a,10b:1,2,6 : -
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

sachsenwald [V 1,40 74,223

salmonella llla 40 74,224 = Arizona
10a,10b:1,3,11: -

degania IV 40 74,224 -

degania ll 40 74,224 (z39)

salmonella llla 40 74,232 - = Arizona
10a,10b: 1,2,10 : -
10a,10¢c: 1,2,10 : -
103,100 :1,7,8 : -

bern IV 1,40 74,232 -

karamoja 40 z41 1,2

salmonella Il 1,40 z42 1,(5),7

salmonella |l 1,40 742 1,6

salmonella Il 40 - 1,(5),7

salmonella Il 1,40 742 1,6

salmonella Il 1,40 (z42) 1,(5),7

salmonella |l 1,40 z6 1,5

salmonella V 40 z81 -

Gruppo S (0 41)

burundi 41 a

vietnam || 41 b -

salmonella Il 41 b (1,9

vaugirard 41 b 1,6

salmonella VI 41 b 1,7

sica 41 b e,n,z15

vietnam 41 b (z6)

salmonella llb 41 c e,nxz15 | =Arzona
13:23:28

salmonella Il 41 c (26)

egusi 41 d (1,5)

hennepin I 41 d 26

salmonella Il 41 g,mst z6

lethe Il 41 gt -

leatherhead 41 m,t 1,6

salmonella llla 41 9,251 - = Arizona
13:13,14:-

samaru 41 i 1,5

verona 41 i 1,6

ferlo 41 k 1,6

salmonella Il 41 k 1,6

salmonella Il 41 k (z6)

salmonella Illb 41 (k) (z35) = Arizona
13:22:(21)

salmonella Il 41 1,213,228 e,n,x,z15

lubumbashi 41 r 1,5

konongo 41 r 1,7
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Tipizzare le salmonelle

dubrovnik Il 41 z 15

waycross 1V 41 74,223 -

Waycross 41 74,223 (e,n,z15)

salmonella Illa 41 74,723,232 = Arizona
13:1679:-

salmonella llla 41 74,224 - = Arizona
13:1,311:-

bofflens 41 74,223 1,7

ipswich 41 74,224 (1,5)

salmonella Illa 41 74,232 - = Arizona
13:16,7:- e
13:1,78:-

negev |l 41 210 1,2

leipzig 41 z10 1,5

landala 41 z10 1,6

inpraw 41 z10 e,n,x

lurup Il 41 210 e,nx,z15

lichtenberg I 41 z10 (z6)

lodz 41 229 -

salmonella llla 41 z29 - = Arizona
13:16,17,18 : -

salmonella IV 41 z29 -

ahoutoue 41 235 1,6

salmonella Illa 41 236 - = Arizona
13:17,20: -

salmonella IV 41 236 -

offa 41 z38 -

salmonella IV 41 752 -

salmonella Il 41 - 1,6

Gruppo T (0 42)

faji 1,42 a e,n,z15

frederiksberg 1,42 b lw

chinovum || 42 b 15

orbe 42 b 1,6

uphill Il 42 b e,n,x,z15

tomegbe 1,42 b e,n,z15

egusitoo 1,42 b z6

salmonella Il 42 b 26

antwerpen 1,42 c e,n,z15

kampala 1,42 c 26

salmonella Il 42 d Z6

fremantle Il 42 (f),g,t -

salmonella llla 42 0,251 - = Arizona
15:13,14: -

salmonella IV 1,42 9,251 -

maricopa 1,42 9,251 1,5
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

waral 1,42 m,t -

salmonella Il 42 m,t (e,nx,z15)

borromea 42 i 1,6

kaneshie 1,42 i Iw

middlesbrough 1,42 [ 26

salmonella Illb 42 k - = Arizona
15:29:-

haferbreite 42 k (1,6)

salmonella IlIb 42 k e,nxz15 | =Arzona
15:29:28

salmonella lllb 42 k z = Arizona
15:29: 31

salmonella Illb 42 k z35 = Arizona
15:29: 21

gwale 1,42 k z6

salmonella Illb 42 (k) 235 = Arizona
15:22: 21

salmonella Illb 42 v 1,5,7 = Arizona
15:23:30

portbech Il 42 v e,nxz15

salmonella Illb 42 lv e,nx,z15 | = Arizona
15:23:28

coogee 42 lv e,n,z15

salmonella Illb 42 lv z = Arizona
15:23:31

salmonella Illb 42 R 753 = Arizona
15:23:25

salmonella Il 1,42 Iw e,n,X

salmonella Il 42 ,(z13),z28 | (z6)

salmonella Il 1,42 [,228 -

nairobi |l 42 r -

salmonella Illb 42 r - = Arizona
15:24 ;-
in fase R puo avere
il fattore H z50

sipane 1,42 r e,n,z15

brive 1,42 r lw

salmonella Illb 42 r z = Arizona
15:24:31

salmonella Illb 42 r z53 = Arizona
15:24:25

spalentor 1,42 y e,n,z15

harvestehude 1,42 y z6

detroit || 42 z 1,5 acqua

ursenbach 1,42 z 1,6

melbourne 42 Z e,n,z15

rand Il 42 z e,nx,z15

nuernberg || 42 z 6

salmonella llla 42 74,723 - = Arizona
15:125:- e
15:1,26:-
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Tipizzare le salmonelle

gera 1,42 74,223 (1,6)

broc 42 z4,223 e,n,z15

toricada 1,42 74,224 -

salmonella Illa 42 74,224 - = Arizona
15:1,311:-

salmonella IV 1,42 74,224 -

salmonella Il 42 z6 1,6

salmonella lllb 42 z10 - = Arizona
15:27:-
in fase R pud
avere i fattori H
750 e 256

salmonella Il 42 z10 1,2

salmonella Il 42 z10 e,n,x,z15

salmonella llIb 42 z10 e,nx,z15 | =Arzona
15:27:28

salmonella lllb 42 z10 z = Arizona
15:27 .31

salmonella lllb 42 z10 z35 = Arizona
15:27:21

loenga 1,42 z10 26

salmonella Il 42 z10 z6

salmonella Illb 42 z10 Z67 = Arizona
15:27:46

salmonella Il 42 z29 -

djama 1,42 729 (1,5)

hennekamp 42 z35 e,n,z15

kahla 1,42 235 1,6

tema 1,42 235 Z6

weslaco 42 236 -

salmonella IV 42 236 -

vogan 1,42 238 26

taset 1,42 z41 -

salmonella lllb 42 z52 z = Arizona
15:26:31

salmonella Il 42 (e,nx) 1,6

Gruppo U (0 43)

graz 43 a 1,2

berkeley 43 a 15

salmonella Il 43 a 1,5

salmonella Il 43 a z6

niederoderwitz 43 b -

kommetje Il 43 b 742

montreal 43 c 1,5

orleans 43 d 1,5

salmonella Il 43 d e,n,x,z15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

gera 1,42 74,223 (1,6)

broc 42 74,223 e,n,z15

toricada 1,42 z4,224 -

salmonella Illa 42 74,224 - = Arizona
15:1,3,11:-

salmonella |V 1,42 z4,224 -

salmonella Il 42 Z6 1,6

salmonella lllb 42 z10 - = Arizona
15:27:-
in fase R puo
avere i fattori H
250 e z56

salmonella Il 42 z10 1,2

salmonella Il 42 z10 e,nx,z15

salmonella lllb 42 z10 e,nx,z15 | = Arzona
15:27:28

salmonella lllb 42 z10 z = Arizona
15:27 .31

salmonella Illb 42 z10 z35 = Arizona
15:27: 21

loenga 1,42 z10 26

salmonella Il 42 z10 z6

salmonella Illb 42 z10 267 = Arizona
15:27:46

salmonella Il 42 729 -

djama 1,42 729 (1,5

hennekamp 42 235 e,n,z15

kahla 1,42 235 1,6

tema 1,42 235 26

weslaco 42 236 -

salmonella IV 42 236 -

vogan 1,42 238 26

taset 1,42 z41 -

salmonella Illb 42 z52 z = Arizona
15:26: 31

salmonella Il 42 (e,nX) 1,6

Gruppo U (0 43)

graz 43 a 1,2

berkeley 43 a 15

salmonella Il 43 a 15

salmonella |l 43 a z6

niederoderwitz 43 b -

kommetje Il 43 b 742

montreal 43 C 1,5

orleans 43 d 1,5

salmonella Il 43 d e,nx,z15
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Tipizzare le salmonelle

salmonella Il 43 d z39

salmonella |l 43 d z42

salmonella Il 43 e,n,x,z15 1,(6),7

salmonella Il 43 e,nx,z15 1,6

milwaukee 43 f,0,(t) -

salmonella Il 43 f.g,t 15

mosselbay |l 43 g,m,(s),t (z42)

veddel Il 43 gt -

salmonella llla 43 9,251 - = Arizona
21:13,14:-

salmonella IV 43 g,251 -

salmonella Il 43 9,262 e,n,x

mbao 43 i 1,2

voulte 43 i e,n,x

thetford 43 k 1,2

ahuza 43 k 1,5

salmonella lllb 43 k z = Arizona
21:29:31

salmonella Illb 43 v 253 : (256 | =Arizona

in fase R) 21:23:25. (38)

sudan 43 1,213 -

salmonella Il 43 1,213,228 1,5

salmonella Illb 43 r e,nxz15 |=Arzona
21:24:28

salmonella Illb 43 r z = Arizona
21:24:31

salmonella lllb 43 r z53 = Arizona
21:24:25

farcha 43 y 1,2

kingabwa 43 y 1,5 acqua

ogbete 43 z 1,9

salmonella Il 43 Z 1,5

arusha 43 z e,n,z15

salmonella |l 43 z4,223 -

salmonella Illa 43 74,223 - = Arizona
21:125:- e
21:1,2,6:-

houten IV 43 74,223 -

salmonella llla 43 74,224 - = Arizona
21:1311:-

salmonella IV 43 74,724 -

tuindorp IV 43 74,232 -

adana 43 z10 1,5

makiling 43 z29 -

salmonella IV 43 729 -

salmonella |l 43 z29 e,n,x

salmonella Il 43 z29 z42

ahepe 43 235 1,6
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella llla 43 z36 = Arizona
21:17,20 : -

irigny 43 238 -

bunnik Il 43 742 (1,57

salmonella Illb 43 z52 z53 = Arizona
21.26:25

Gruppo V (0 44)

salmonella IV 44 a -

niakhar 44 a 1,5

tiergarten 44 a e,nx

niarembe 44 a |w

sedgwick 44 b e,n,z15

shahalam 44 b 1,6

madigan 44 c 1,9

quebec 44 c e,n,z15

bobo 44 d 1,5

kermel 44 d e,n,x

fischerstrasse 44 d e,n,z15

palamaner 1,44 d 235

salmonella Il 1,44 e,n,x 1,6

vleuten 44 f.g -

gamaba 44 g,m,(s) -

salmonella lllb 1,44 gt 1,5:2742

splott 44 g,s.t -

salmonella Il 44 gt z42

carswell 44 9,251 -

salmonella IV 44 9,251

muguga 44 m,t -

salmonella Il 1,44 m,t z42

lawra 44 k e,n,z15

maritzburg 1,44 i e,n,z15

malika 44 1,228 1,5

camdeni V 44 r -

brefet 44 r e,n,z15

bolama 44 z e,n,z15

uhlenhorst 44 z Iw

brackenridge 44 z 15

kua 44 74,223 -

salmonella Il 44 74,223

salmonella Illa 44 74,223 = Arizona
1,3:125:- e
1,3:126:-

salmonella IV 44 74,223 -

ploufragan 1,44 74,223 enz15

christiansborg 44 74,224 -
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Tipizzare le salmonelle

salmonella Illa 44 74,724 = Arizona
13:1311:-

salmonella IV 44 74,224

salmonella Illa 44 74,232 = Arizona
1,3:1,2,10:-
1,3:178:-

lohbruegge IV 44 74,232 -

guinea 1,44 z10 (1,7)

llobregat 1,44 z10 e,n,x

zinder 44 729 -

salmonella IV 44 z29 -

salmonella Il 44 729 e,nx:z42

salmonella IV 44 236,(z38)

koketime 44 238

salmonella V 44 z39

clovelly Il 1,44 739 (e,nx,z15)

Gruppo W (0 45)

meekatharra 45 a e,n,z15

vrindaban VI 45 a e,n,x

ejeda Il 45 a z10

riverside 45 b 1,5

fomeco 45 b e,n,z15

deversoir 45 c e,n,x

dugbe 45 d 1,6

karachi 45 d e,n,x

warmsen 45 d e,n,z15

suelldorf 45 fg

tornow 45 g,m,(s),(t) - acqua

windhoek || 45 g,m,s,t 1,5

bremen Il 45 g,m,st e,nx

perinet Il 45 g,m,t e,nx,z15

binningen 45 g,s,t

salmonella llla 45 9,251 = Arizona
11:13,14 : -

salmonella IV 45 9,251

apapa 45 m,t -

salmonella Il 45 m,t 1,5

imo 45 Lv (e,n,z15)

verviers 45 k 1,5

casablanca 45 k 1,7

cairns 45 k e,n,z15

kofandoka 45 r e,n,z15

salmonella Il 45 Z 1,5

yopougon 45 z e,n,z15
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

klapmuts || 45 z z39

salmonella llla 45 74,223 - = Arizona
11:125:-

salmonella IV 45 74,223 -

transvaal 45 z4,224 -

salmonella llla 45 74,224 - = Arizona
11:1311:-

salmonella llla 45 74,232 - = Arizona
11:178:-

aprad 45 z10 -

jodhpur 45 z29 -

salmonella llla 45 729 - = Arizona
11:16,18 : -

salmonella |l 45 z29 1,5

salmonella Il 45 z29 e,n,x

salmonella Il 45 729 742

lattenkamp 45 235 1,5

balcones 45 236 -

salmonella |V 45 236,238 -

Gruppo X (0 47)

bilthoven 47 a (1,5

salmonella Il 47 a e,n,x,z15

saka 47 b - assorbita da sya
47:b:z6

wenatchee 47 b 1,2

phoenix Il 47 b 1,5

khami |l 47 b (e,n,x,z15)

sya 47 b z6

salmonella Il 47 b z6

salmonella lllb 47 c 15,7 = Arizona
28:32:30

kodjovi 47 c (1,6) in fase R puo
avere il fattore H
278

salmonella Illb 47 c e,nxz15: 23/-\“32;”% 6

(257) 283028 (40)

salmonella lllb 47 c z = Arizona
28:32:31

salmonella Illb 47 c z35 = Arizona
28:32:21

salmonella Il 47 d 15

stellingen 47 d (e,n,x)

salmonella Il 47 d e,n,x,z15

quimbamba Il 47 d 239

salmonella Il 47 e,nx,z15 1,6

slieme 1,47 f.g -
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Tipizzare le salmonelle

luke 1,47 g,m -

anie 47 (@),m,t - assorbita da
mesbit
47 :mt: (e,n,z15)

mesbit 47 m,t (e,n,z15)

salmonella Il 47 gt e,n,x

salmonella llla 47 0,251 - = Arizona
28:13,14 : -

salmonella Illb 47 i en,z15 = Arizona
23:33:28
in fase R pud
avere il fattore H
250

bergen 47 i e,n,z15

salmonella Illb 47 i z = Arizona
28:33:31

salmonella Illb 47 i z35 = Arizona
23.33:21 e
28:33:21

salmonella lllb 47 i 253 : (z57) | = Arizona
23:33:25 ¢
28:33:25:(40)

staoueli 47 k 1,2

bootle 47 k 15

salmonella lllb 47 k 15,7 = Arizona
28:29:30

dahomey 47 k 1,6 in fase R pud
avere il fattore H
z58

salmonella Illb 47 k e,nxz15 |=Arzona
28:29:28

lyon 47 k e,n,z15

salmonella b 47 k z = Arizona
28:29:31

salmonella Illb 47 k z35 = Arizona
23:29:21

salmonella lllb 47 k z53 = Arizona
23:29:25

salmonella IV 47 Iv -

salmonella Illb 47 v 1,5,(7) = Arizona
22:23:30
infase R puo avere il
fattore H z50

drac 47 lv e,n,x

salmonella llla 47 Lv e,nxz15 | =Arizona
28:23:28

salmonella Illb 47 lv z = Arizona
23:23:31

salmonella Il1b 47 l,v z35 = Arizona
28:23:21

salmonella Illb 47 lv z53 = Arizona
28:23:25

salmonella lllb 47 lv z57 = Arizona
28:23:40
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

teshie 1,47 1,213,228 e,n,z15

salmonella llla 47 r - = Arizona
23:24 ;-

salmonella lllb 47 r e,nxz15

dapango 47 r 1,2

salmonella Illb 47 r 1,57 = Arizona
23:24:30

salmonella lllb 47 r z = Arizona
23:24 31

salmonella lllb 47 r 235 = Arizona
23:24:21 e
28:24 .21

salmonella lllb 47 r z53 = Arizona
23:24:25
in fase R puo
avere il fattore H
z74

salmonella lllb 47 r z53 1260 | = Arizona
28:24:25:42:
44
in fase R puo
avere il fattore H
250

salmonella lllb 47 r z53 = Arizona
23:24:25: (44)
in fase R puo
avere i fattori H
z70 e 272

moualine 47 y 1,6

blitta 47 y e,n,x

mount-pleasant 47 z 1,9

kaolack 47 z 1,6

salmonella Il 47 z e,nxz15

chersina Il 47 y4 Z6

salmonella Illa 47 74,223 - = Arizona
28:125:-

tabligho 47 74,223 (e,n,z15)

binche 47 74,223 lw

fehrbellin 47 z4,223 1,6

bere 47 74,223 (z6) in fase R puo
avere il fattore H
745

tamberma 47 z4,224 -

salmonella Il 47 6 1,6

salmonella [llb 47 z10 1,57 = Arizona
28:27:30

salmonella lllb 47 z10 z = Arizona
28:27 : 31

salmonella lllb 47 z10 z35 = Arizona
28:27 .21

namoda 47 z10 e,n,z15

ekpoui 47 229 -
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Tipizzare le salmonelle

salmonella llla 47 z29 - = Arizona
28:16,18 : -

salmonella Il 47 z29 e,nx,z15

bingerville 47 235 enz15

salmonella IV 47 236 -

alexanderplatz 47 238 -

quinhon 47 z44 .

salmonella lllb 47 z52 1,57 = Arizona
28:26: 30

salmonella Illb 47 252 e,nxz15 | =Arzona
28:26:28

salmonella lllb 47 752 z = Arizona
28:26: 31

salmonella llIb 47 252 235 = Arizona
28:26:21

Gruppo Y (048)

hisingen 48 a 1,57

salmonella lllb 48 a z35 = Arizona
5:35:21

salmonella Il 48 a 76

salmonella Il 48 a z39

salmonella V 48 b -

salmonella Il 48 b e,nx,z15

salmonella Il 48 b 76

salmonella lllb 48 c z = Arizona
29:32:31

buckeye 48 d -

etosha Il 48 d 1,11 non & considerata
nuovo sierotipo

salmonella Il 48 d 1,2

hagenbeck I 48 d 26

fitzroy 48 eh 1,5

hammonia || 48 e,nx,z15 z6

erlangen Il 48 g,mt -

salmonella llla 48 09,251 - = Arizona
5:13,14: -

salmonella V 48 i -

sydney |l 48 i z assorbita da
salmonella Illb
48:i:z

salmonella lllb 48 i z = Arizona
5:33:31

salmonella lllb 48 i 235 : (z57) | = Arizona
29:33:21:(40)

salmonella lllb 48 i z53 = Arizona
5:33:25
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella lllb 48 i 761 = Arizona
5,29:33: 41

salmonella lllb 48 i z:(z72) = Arizona
529:33:31:
(z72)

salmonella Il 48 k e,n,x,z15

salmonella IlIb 48 k e,n,x,z15 | =Arizona
5:29:28

dahlem 48 k e,n,z15

salmonella Illb 48 k 1,5,(7) = Arizona
5:29:30

salmonella b 48 k z = Arizona
5,29:29: 31

salmonella b 48 k z35 = Arizona
5:29:21
in fase R pud
avere il fattore H
z75

salmonella lllb 48 k 753 = Arizona
5,29:29:25

salmonella Illb 48 (k) 753 = Arizona
5:22:25 e
529:22:25

sakaraha Il 48 (k) 239

australia 48 lv 1,5

salmonella lllb 48 lv 1,5,(7) = Arizona

789 5:23:30

in fase R pud
avere i fattori H
z47 0 250

salmonella Illb 48 lv z = Arizona
529:23:31

salmonella IlIb 48 r e,n,x,z15 | =Arizona
5:24:28

salmonella Illb 48 r z = Arizona
5,29:24 : 31

toucra 48 z 15 in fase R pud
avere il fattore z58

salmonella Il 48 z 1,5

salmonella b 48 z 15,7

salmonella Illa 48 74,723 - = Arizona
5:125:- e
5:1256:-¢e
5:16:-

salmonella IV 48 74,223 -

salmonella llla 48 74,223232 |- = Arizona
5:16,79:- e
5:16,7:-

djakarta 48 74,224 -

salmonella llla 48 74,224 - = Arizona
5:1311:-

salmonella llla 48 74,232 - = Arizona
5:16,7:- e
5:178:- ¢
5:1210:-
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Tipizzare le salmonelle

salmonella IV 48 74,232 -

salmonella VI 48 z10 1,5

ngozi Il 48 z10 (1,9

isaszeg 48 z10 e,nx

salmonella Illb 48 z10 enxz15 | =Arizona
5:27:28

salmonella Illb 48 z10 z corrispomde ad
arizona
529:27:31

salmonella I! 48 z29 -

salmonella llla 48 z29 - = Arizona
5:16,18 -

salmonella IV 48 z29 -

bongor V 48 z35 -

salmonella IlIb 48 z35 z52 = Arizona
5:21:26

salmonella llla 48 236 - = Arizona
529:17,20: -

salmonella IV 48 236, (z38) -

salmonella V 48 z39 -

balboa V 48 z41 -

salmonella b 48 252 enxz15 | =Arzona
29:26.28

salmonella lllb 48 252 z = Arizona
5:26:31

salmonella V 48 765 -

salmonella V 48 z81 -

Gruppo Z (0 50)

salmonella IV 50 a -

salmonella IV 50 b -

rochdale 50 b e,n,x

salmonella Il 50 b z6

salmonella IV 50 d -

hemingford 50 d 1,5 in fase R puo
avere il fattore H
782

krugersdorp |l 50 e,nXx 1,7

namib Il 50 g,(m),s,t (1,5)

wassenaar |V 50 9,251 -

salmonella Il 50 9,252 €,nX

salmonella [llb 50 [ 1,57 = Arizona
9a,9¢:33:30

salmonella lllb 50 i e,nxz15 | =Arzona
9a,9c:33:28

salmonella lllb 50 i z = Arizona
9a,9¢:33:31
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella Illb 50 k 1,57 = Arizona
9a,9¢:29:30

salmonella lllb 50 k e,nx,z15 | =Arzona
9a,9¢:29: 28

salmonella Il 50 k e,nx:z42

atra Il 50 m,t 26 : 742

salmonella Il 50 k e,nx:z4a2

salmonella lllb 50 k z:(z57): |=Arzona

(268) 9a,9b :29:31 e

9a,9¢:29: 31
in fase R pud
avere il fattore H
z50

salmonella lllb 50 k z35 = Arizona
9a,9b:29: 21

salmonella lllb 50 k z53 = Arizona
93,9b:29:25 ¢
9a,9c:29:25

seaforth || 50 k 76

salmonella lllb 50 (k) z = Arizona
9a,9b:22: 31

salmonella Illb 50 (k) 235 = Arizona
9a,9b:22: 21

fass 50 IV 1,2

salmonella Illb 50 v e,nxz15 | =Arzona
9a,9b:23:28

salmonella Illb 50 Lv z = Arizona
9a,9b:23:31 e
9a3,9¢:23: 31

salmonella lllb 50 lv 235 = Arizona
9a,9c:23: 21

salmonella lllb 50 IV z57

salmonella VI 50 lv 767

salmonella Il 50 Lw e,nxz15:

742

salmonella Il 50 1,228 z42

salmonella lllb 50 r 1,5,(7) = Arizona
9a,9b:24 : 30

salmonella lllb 50 r e,nx,z15 | =Arizona
9a,9c: 24 : 28

salmonella lllb 50 r z:(267) = Arizona
9a,9b:24:31 ¢
9a,9c: 24 : 31

salmonella Illb 50 r 235 = Arizona
9a,9b:24: 21
in fase R pud
avere il fattore H
758

salmonella Illb 50 r 253 = Arizona
9a,9b:24:25
in fase R pud
avere il fattore H
z50

dougi 50 y 1,6
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Tipizzare le salmonelle

greenside || 50 z e,nx

salmonella lllb 50 z10 z = Arizona
9a,9¢: 27 : 31
in fase R pud
avere il fattore H
756

salmonella lllb 50 z10 z53 = Arizona
9a,9c:27:25

hooggraven 50 210 26 . 742

ivorycoast 50 729 -

salmonella llla 50 z29 - = Arizona
9a,9b:16,18 : -

salmonella llla 50 z36 - = Arizona
9a,9b:17,20 : -

salmonella llla 50 74,723 - = Arizona
93,9b:125:-e
93,9b:1,26:-

flint IV 50 74,723 -

salmonella llla 50 74,723,232 |- = Arizona
9a,9b:1,210:- e
9a,9b:16,7:-

salmonella Illa 50 74,224 - = Arizona
9a,9b:1,311:-

salmonella IV 50 74,224 -

salmonella Illa 50 74,232 - = Arizona
93,9b:1,210:-¢
93,9b:16,7:- e
9a,9b:1,78:-

bonaire IV 50 74,232 -

faure || 50 742 1,7

salmonella lllb 50 z52 1,5,7 = Arizona
9a3,9b:26:30 e
9a,9¢:26: 30

salmonella lllb 50 z52 z = Arizona
9a9b:26:31 e
9a,9¢: 26 : 31

salmonella lllb 50 z52 z35 = Arizona
9a,9b:26:21 e
9a,9¢:26: 21

salmonella lllb 50 752 z53 = Arizona
9a9b:26:25 e
9a,9¢: 26 : 25

Gruppo O 51

salmonella IV 51 a -

windsheim 51 a 1,2

tione 51 a e,n,x

salmonella IV 51 b -

karaya 51 b 15

salmonella Il 51 c -

gokul 1,51 d (1,5)

meskin 51 g,h 1
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella Il 51 g,s,t e,n,x

salmonella llla 51 9,251 - = Arizona
12:1314 -

djinten 51 m,t -

kabete 51 i 1,5

dan 51 k e,n,z15

salmonella Illb 51 k z35 = Arizona
1,2:29:21

harcourt 51 lv 1,2

overschie 51 lv 1,5

dadzie 51 lv e,n,x

salmonella Illb 51 lv z = Arizona
1,2:23:31

moundou 51 ,z28 1,5

askraal Il 51 ,z28 (z6)

salmonella Il 51 1,228 z39

lutetia 51 ri 1,213,228

antsalova 51 z 1,5

treforest 1,51 z 1,6

lechler 51 z e,n,z15

bergues 51 z10 1,5

salmonella Il 51 729 e,n,x,z15

salmonella Illa 51 74,223 - = Arizona
12:125:-
12:126:-

harmelen IV 51 74,723 -

salmonella Illa 51 74,724 - = Arizona
12:1311:-

salmonella Illa 51 74,232 - = Arizona
12:178:-

roggeveld Il 51 - 1,7

Gruppo 52

uithof 52 a 1,5

ord 52 a e,n,z15

flottbek 52 b (e,nx)

molesey 52 b 1,5

salmonella Il 52 c k

salmonella Illb 52 c k = Arizona
31:32:29

utrecht 52 d 1,5

salmonella Il 52 d e,nx,z15

salmonella Il 52 d 239

butare 52 g,h 1,6

derkle 52 e,h 1,7

sainte-marie 52 g;t -

salmonella Il 52 gt -

bordeaux 52 k 1,5
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Tipizzare le salmonelle

salmonella lllb 52 k z35 = Arizona
31:29:21

salmonella lllb 52 k z53 = Arizona
31:29:25

salmonella Illb 52 (k) 235 = Arizona
31:22:21

salmonella lllb 52 v 753 = Arizona
31:23:25

salmonella Il 52 z z39

salmonella Il 52 z39 1,57

wilhelmstrasse I 52 744 1,5 assorbita da lobatsi
52:244:157

lobatsi Il 52 z44 15,7

salmonella lllb 52 z52 z = Arizona
31:26: 31

Gruppo 53

salmonella Il 53 c 1,5

salmonella Il 53 d 1,5

salmonella Il 53 d z39

salmonella II 53 d 742

salmonella Illa 53 9,251 - = Arizona
14:1314 ;-

salmonella IV 1,53 9,251 -

salmonella b 53 i z = Arizona
14:33:31

salmonella [llb 53 k enxz15 | =Arizona
14:29:28

salmonella lllb 53 k z = Arizona
1,4:29:31

salmonella Illb 93 (k) z = Arizona
14:22:31

salmonella Illb 53 (k) 235 = Arizona
14:22:21

salmonella lllb 53 k z53

salmonella Illb 53 RY e,nxz15 | =Arzona
14:23:28

salmonella lllb 53 Iv y4

salmonella Illb 53 Lv 235 = Arizona
14:23:21

salmonella Il 53 1,228 e,n,x

salmonella Il 53 1,228 Z6

midhurst || 53 1,228 739

salmonella lllb 53 r z = Arizona
1,4:24:31

salmonella lllb 53 r 235 = Arizona
14:24:21

salmonella lllb 53 r 268 = Arizona
14:24:47

salmonella Il 53 y4 1,5

salmonella lllb 53 z 1,5,(7) = Arizona
14:30:31
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella Il 53 z z6

humber || 53 74,724 -

salmonella Illa 53 74,223 - = Arizona
1,4:125:-
14:126.-

salmonella IV 53 74,223 -

salmonella Illa 53 74,723,232 |- = Arizona
14:16,7:-
14:1679:-

salmonella Illa 53 74,224 - = Arizona
14:1311:-

salmonella llla 53 74,232 - = Arizona
14:16,79:-

salmonella lllb 53 z10 z

salmonella Illb 53 z10 z35 = Arizona
14:27:21

salmonella llla 53 729 - = Arizona
1,4:16,18: -

salmonella Illb 53 752 z35 = Arizona
1,4:26:21

salmonella Illb 53 z52 z53 = Arizona
14:26:25

leda 53 - 1,6

Gruppo 54

tonev 21,54 b e,n,x

winnipeg 54 e,h 1,5

rossleben 54 e,h 1,6

borreze 54 9,8 -

uccle 54 g,s,t -

new-holland 4,12, 54 m,t -

poeseldorf 8,20, 54 [ 26

ochsenwerder 6,7, 54 k 1,5

czernyring 54 r 1,5

steinwerder 3,15, 54 y 1,5

yerba 54 74,223 -

canton 54 z10 e,nx

barry 54 z10 e,n,z15

mundubbera 54 729 -

Gruppo 55

I tranoroa Il | 55 I k I 239

Gruppo 56

artis |l 56 b -

salmonella Il 56 d -

salmonella Il 56 e,n,x 1,7
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Tipizzare le salmonelle

salmonella |l 56 lv z39

salmonella Il 56 1,228 -

salmonella Il 56 z 76

salmonella Il 56 z10 e,n,x

salmonella llla 56 z29 - = Arizona
14:16,18: -

salmonella llla 56 74,223 - = Arizona
14:1,25:-
14:1,26:

salmonella Illa 56 74,723,732 |- = Arizona
14:167,9:-

Gruppo 057

antonio 57 a z6

salmonella Il 57 a z42

maryland 57 b 1,7

batonrouge 57 b e,n,z15

salmonella lllb 53 c e,n,x,z15

salmonella Il 57 d 1,5

salmonella Il 57 g,(m),s;t 742

salmonella Il 57 gt -

salmonella IlIb 57 i e,nx,z15 | =Arzona
34:33:28

salmonella llb 57 i z = Arizona
34:33:31

salmonella lllb 57 k e,nxz15 |=Arzona
34:29:28

salmonella IV 57 74,223 -

salmonella Illb 57 z10 z = Arizona
34:27:31

locarno Il 57 z29 742

manombo || 57 739 e,n,x,z15

tokai Il 57 z42 1,6 : 253

Gruppo 58

salmonella Il 58 a 76

salmonella Il 58 b 1,5

salmonella Il 58 c z6

salmonella Il 58 d z6

salmonella Illb 58 i e,nx,z15 | =Arzona
1,33:33:28

salmonella lllb 58 k z = Arizona
1,33:29: 31

salmonella IlIb 58 Lv e,nx,z15 | =Arzona
1,33:23:28

salmonella lllb 58 lv z35 = Arizona
1,33:23:21

basel Il 58 1,213 1,5

salmonella Il 58 1,213,228 z6
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella Illb 58 r e,nxz15 | =Arzona
1,33:24:28
salmonella Illb 58 r z = Arizona
1,33:24:31
salmonella lllb 58 r z53 = Arizona
1,33:24:25
in fase R puo
avere i fattori H
z47 0 257 0 70
salmonella Il 58 z6 1,6
salmonella Il 58 z10 z6
salmonella Il 58 z10 1,6
salmonella lllb 58 z10 e,nxz15 | =Arzona
1,33:27:28
salmonella Illb 58 z10 z53 = Arizona
1,33:27:25
in fase R pud avere
il fattore H z50
salmonella Il 58 z39 e,nx,z15
salmonella lllb 58 z52 z = Arizona
1,33:26:31
salmonella lllb 58 z52 z35 = Arizona
1,33:26: 21
Gruppo 059
salmonella Tllb 59 c e,n,x,z15 [ =Arizona
19:32:28
salmonella TlTb 59 i e,nx,z15 [ =Arizona
19:33:28
salmonella [llb 59 i z = Arizona
19:33:31
salmonella lllb 59 I z35 = Arizona
19:33: 21
betioky 1l 59 k z
salmonella lllb 59 k z53 = Arizona
19:29:25
salmonella 1lb 59 k) e,n,x,z15 [ = Arizona
19:22:28
salmonella TTb 59 (3] z = Arizona
19:22:31
salmonella llb 59 (k) z35 = Arizona
19:22:21
salmonella lllb 59 Y z = Arizona
19:23:31
salmonella Tllb 59 Y z53 = Arizona
19:23:25
salmonella TlTb 59 r z35 = Arizona
19:24: 21
salmonella Il 1,59 z 6
salmonella Tlb 59 z10 z53 = Arizona
19:27:25
salmonella Tllb 59 z10 z57 = Arizona
19:27:40
salmonella Tlb 59 z29 - = Arizona
19:16,18 : -
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Tipizzare le salmonelle

salmonella llb 59 z36 - = Arizona
19:17,20 : -
salmonella Illb 99 74,723 - = Arizona
19:125:- ¢
19:126:-
salmonella Illb 59 252 (z53) = Arizona
19.26: (25)
Gruppo 060
salmonella Il 60 b (1,16)
setubal Il 60 g,mt 26
salmonella Illb 60 i - = Arizona
24:33:-
infase R pud avere |l
fattore H z50
salmonella IlIb 60 [ e,nxz15 | =Arzona
24.33:28
salmonella lllb 60 i z
salmonella Illb 60 i z35 = Arizona
24:33: 21
salmonella Illb 60 k z = Arizona
24:29:31
salmonella lllb 60 k z35 = Arizona
24:29:21
salmonella Illb 60 (k) 253 = Arizona
24 :22:25
salmonella Illb 60 RY z = Arizona
24:23:31
salmonella lllb 60 r e,nx,z15 | =Arzona
24:24:28
salmonella lllb 60 r z = Arizona
242431
salmonella llb 60 r z35 = Arizona
242421
salmonella Illb 60 r z53 = Arizona
24:24:25
luton |l 60 z e,n,x
salmonella lllb 60 z10 z = Arizona
24:27:31
salmonella lllb 60 z10 z35 = Arizona
24:27:21
salmonella lllb 60 z10 z53 = Arizona
24:27:25
salmonella Il 60 729 e,n,x
salmonella V 60 z41 -
salmonella lllb 60 z52 1,5,(7) = Arizona
24:26:30
salmonella lllb 60 z52 z = Arizona
24 :26:31
salmonella Illb 60 252 z35 = Arizona
24:26: 21
salmonella Illb 60 252 z53 = Arizona
24:26:25
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

Gruppo O 61
salmonella Illb 61 c 1.5.(7) = Arizona
26:32:30
salmonella llb 61 c 735 = Arizona
26:32:21
salmonella lllb 61 i e,nxz15 |=Arzona
26:33:28
eilbeck Illb 61 i z assorbita da
arizona
26:33:31
salmonella Illb 61 i z = Arizona
26:33:31
salmonella lllb 61 i z35 = Arizona
26:33:21
salmonella lllb 61 i z53 = Arizona
26:33:25
salmonella Illb 61 k 1,5,(7) = Arizona
26:29:30
salmonella b 61 k z35 = Arizona
26:29:21
salmonella lllb 61 (k) 753 = Arizona
26:22:25
salmonella lllb 61 lv 15,7 = Arizona
(257) 26:23:30 : (40)
salmonella lllb 61 v z = Arizona
26:23:31
salmonella Il1b 61 l,v z35 = Arizona
26:23:21
salmonella Illb 61 r 1,57 = Arizona
26:24:30
salmonella lllb 61 r z = Arizona
26:24:31
salmonella lllb 61 r 235 = Arizona
26:24:21
salmonella lllb 61 r z53 = Arizona
26:24:25
in fase R puo avere
il fattore H z47
salmonella Illb 61 z10 235 = Arizona
26:27:21
salmonella V 61 z35 -
salmonella lllb 61 752 15,7 = Arizona
26:26:30
salmonella lllb 61 z52 z = Arizona
26:26:31
salmonella Illb 61 252 z35 = Arizona
26:26: 21
salmonella Illb 61 252 z53 = Arizona
26:26:25
Gruppo O 62
salmonella llla 62 0,251 - = Arizona
6.13,14: -
salmonella llla 62 729 - = Arizona
6:17,18 ;-
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Tipizzare le salmonelle

salmonella llla 62 236 - = Arizona
6:17,20: -
salmonella llla 62 74,223 - = Arizona
6:125:-
salmonella llla 62 74,232 - = Arizona
6:178:-
Gruppo O 63
salmonella llla 63 9,251 - = Arizona
8:13,14:-
salmonella llla 63 236 - = Arizona
8:17,20: -
salmonella llla 63 74,223 - ; A1ri2202a
salmonella llla 63 74,232 - = Arizona
8:178:-
Gruppo O 64
salmonella |l 64 k e,nx,z15
salmonella Il 64 z29 -
Gruppo O 65
salmonella |l 65 - - 1,6
salmonella lllb 65 c 1,57 = Arizona
30:32:30
salmonella Illb 65 c z = Arizona
30:32: 31
salmonella lllb 65 c z53 = Arizona
30:32:25
salmonella Il 65 gt -
salmonella lllb 65 [ enxz15 |=Arizona
30:33:28
salmonella lllb 65 (k) z = Arizona
30:22:31
salmonella lllb 65 (k) 235 = Arizona
30:22:21
salmonella lllb 65 (k) z53 = Arizona
30:22:25
salmonella lllb 65 Iv enxz15 | =Arzona
30:23:28
salmonella lllb 65 Lv z = Arizona
30:23:31
salmonella llb 65 Lv z35 = Arizona
30:23:21
salmonella lllb 65 lv z53 = Arizona
30:23:25
salmonella lllb 65 r 235 = Arizona
30:24: 21
salmonella lllb 65 z10 e,nx,z15 | =Arizona
30:27.28
salmonella lllb 65 z10 z = Arizona
30:27:31
salmonella lllb 65 252 enxz15 | =Arzona
30:26:28
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Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

salmonella lllb 65 252 z = Arizona
30:26: 31

salmonella lllb 65 252 z35 = Arizona
30:26: 21

salmonella lllb 65 z52 z53 = Arizona
30:26:25

Gruppo O 66

maregrosso V 66 235 -

salmonella V 66 z39 -

brookfield V 66 41 -

malawi V 66 265 -

salmonella V 66 z81 -

Gruppo O 67

| crossness |67 Ir [1,2
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Tipizzare le salmonelle

ELENCO IN ORDINE ALFABETICO DEI SIEROTIPI DI SALMONELLA

aachen
aarhus
aba
abadina
abaetetuba
aberdeen
abidjan
ablogame
abobo
abony
abortus-bovis
abortus-canis
abortus-equi
abortus-ovis
abuja
accra
ackwepe
acres Il
adabraka
adamstown
adamstua
adana
adelaide
adeoyo
aderike
adime
adjame
aequatoria
aesch
aflao
africana
afula
agama
agbara
agben
agege

ago

agod
agona
agoueve
ahanou
ahepe
ahmadi
ahoutoue
ahuza
ajiobo
akaniji
akuafo
alabama
alachua
alagbon
alamo
albany
albert
albuquerque

208

14,5,12,27
14,12,27
4512
4,12
4,12

11

13,19
9,46
113,23
310

28

16,1425
4,12

6,7

412

16
113,23
3,10

4,12
1,6,14,24

235
74,223

i

gm

k

i

b
1,213,228
i

o T o

c
g,m

b

w

b
74,223
k

eh
z10
fg
am,(t)
238

b

r
74,223
260
1,228
ri
fo.t

i

i
gm,(s),(t)
o

238
gt
f,0,8
729

i

235

d

235

k
74,223
r

y

c
74,223

y
9,251
74,724
z10

1,6

264
e,nz15
(e,n,z15)
15

1,2

Iw

26

26

e,nx
e,nx

z5 (fase R)
e,nx
1,6

15

26
(1,5) : z42
(17)

1,6

1,6

15

(e,n,z15)
1,6

1,6
(e,n,z15)
1,2
enx
Iw
enx
1,6

1,6

e,n,z15

(1.2)

1,7
1,6
15
1,6
15
1,7
1,6
e,n,z15

17
1,5

e,nx
26

alexander |l
alexanderplatz
alexanderpolder
alfort

alger
alkmaar
allandale
allerton
alma
alminko
alpenqua
alsterdorf Il
altendorf
amager
amba
amersfoort
amherstiana
amina
aminatu
amounderness
amoutive
amsterdam
amunigun
anatum
anderlecht
anecho
anfo

angers
angoda
angola Il
angouleme
anie

ank

anna
annedal
antarctica
antonio
antsalova
antwerpen
apapa
apeyeme
aprad

aqua
aragua
arapahoe
ardwick
arechavaleta
argentina |V
arkansas
artis Il
arusha
aschersleben
ashanti
askraal Il
assen

3,10
47

z10
(g)Ym’t

235
r,
9,263

m,t
238
z10

z29
74,723

fa
236

15

Iw
e,nx
1,2

Lw

1,6

1,6
e,nz15

e,n,z15
(15)
1,7

12
1,213,228
e,nx
1,6

1,5
1,2
15
1,5

1,6
1,6
w

1,2

26
e,nx
26

z6
e,nz15
e,nz15
e,nx
26

15
e,nz15



assinie
asylanta
atakpame
atento
athinai

ati

atlanta

atra ll
augustenborg
austin
australia
avignon
avonmounth
axim
ayinde
ayton
azteca
babelsberg
babili
bacongo I
badagry
baguida
baguirmi
bahati
bahrenfeld
baiboukoum
baildon
bakau
balboa V
balcones
ball

bama
bamboye
bambylor
banalia
banana
banco
bandia
bangkok
bangui
banjul
baragwanath Il
bardo
bareilly
bargny
barmbek
barranquilla
barry
basel Il
basingstoke
bassa
bassadii
batonrouge
battle
bazenheid
be
beaudesert
bechuana Il
bedford

13,22

14,12,27
17

9,46

9,46

6,8
1,4,(5),12
28

35

38

9,12
16,14,25
6.8

8

8,20
(1).6,14,(25)
141227

1,3,19

Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

Iw
c

74,223

74,223

mt

74,224

mt

1,213,228
z10

a

e,h
gmt:(1,5)
1,213,228

26 : z42
12

1,7

15
e,nz15
e,n,z15
6

26

26

1,5
(e,n,z15)
1,7

742

1,5

e,nx
e,nz15
1,5

1,7
e,nx
1,7

e,n,x
lw
e,n,z15
26
(1.9)
1,7

lw

e,nz15
e,n,z15
1,5

1,2

1,5

1,5

6
e,nx
e,nz15
1,5
e,n,z15

1,6
e,n,z15
1,6

1,2
(z6)
1,7
(z39)
e,n,z15

belem
belfast
bellevue
bellville
beloha Il
benfica
benguella
benin
benue
bere
bergedorf
bergen
bergues
berkeley
berlin

bern IV
berta

bessi
bethune
betioky Il
biafra

bida

bietri
bignona
bijlimer
bilthoven
bilu

binche
bingerville
binningen
binza
birkenhead
birmingham
bispebjerg
bissau
blankenese II
bleadon Il
blegdam
blitta
bljidorp
blockley
bloemfontein Il
bloomsbury
blukwa
bobo
bochum
bodjonegoro
boecker
bofflens
bokanjac
boksburg I
bolama
bolombo
bolton
bonaire IV
bonames
bonariensis
bongor V
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47

45
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1,7
e,nx
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bootle
borbeck
bordeaux
bornheim VI
bornum
borreze
borromea
bouake
boulders Il
bournemounth
bousso
bovis-
morbificans
brackenridge
bracknell
bradford
braenderup
brancaster
brandenburg
brazil
brazos
brazzaville
breda
bredeney
brefet
bremen ||
breukelen
brevik
brezany
brijbhumi
brikama
brindisi
brisbane
bristol

brive

broc

bron

bronx
brookfield V
brooklyn
broughton
bruck
bruebach
brunei
brunflo
bsilla
buckeye
budapest
bukavu
bukuru
bulawayo I
bulgaria
bullbay
bulovka
bunnik Il
burgas
burundi
bury
businga
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412,27
6,7,14
1,4,12,27
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44
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1,40
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butare
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cairina
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calabar
caledon Il
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calvinia
camberene
camberwell
cambridge
camdeni V
campinense
canada
canary
canastel Il
cannobio
cannonhill
cannstatt
cannstatt
canoga
canton
cape |l

car mel
caracas
cardiff

cardoner
carletonville Il
carnac
carno
carrau
carswell
casablanca
casamance
catalunia
catanzaro
cayar
ceres Il
cerro

ceyco
chagoua
chailey
champaign
chandans
charity
charlottenburg
chartres
cheltenham
chersina ll
chester
chicago
chichester
chichiri
chile
chincol

14,1221
13,19
14,1227
4,12

8,7

35

9,12
315

44

9,12
412,27

315,34
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6.7

17
(1),6,14,(25)
6,7
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6,14,(24)

(1),6,14,(25)
6.8
14,12
9.46

47
14,(5)12
28

13,19
6,14,24
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229
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Iw

1,7

1,7
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z39
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235
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1,5
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chingola
chinovum Il
chiredzi
chittagong
cholerae-suis
cholerae-suis
var. kunzendorf
chomedey
christiansborg
chudleigh I
clackamas
claibornei
clanvillian
clerkenwell
cleveland
clichy
clifton Il
clontarf
clovelly Il
cochin
cocody
coeln
coleypark
colindale
colobane
colombo
colorado
concord
congo
connecticut
constantia Il
coogee
cook
coquilhatville
coromandel
corvallis
cotham
cotia
cremieu
crewe

croft
crossness
cubana
cukmere
cullingworth
cumberland
curacao
cyprus
czernyring
daarle
dabou
dadzie
dahlem
dahomey
dahra
dakar
dakota
dalat
dallgow

3,10
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Iv
gmst
1,213,228
z

Iv
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z10

Iv
74,223

i
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1,5

e,nz15
lw

1,7
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(e,n,x,z15)
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1,7
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1,5
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1,5
|w:z42
e,n,z15
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1,7
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(26)

1,5

1,6
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1,5
(e,n,z15)
1,2

1,2
lw
e,n,x
1,6
Iw
1,5
e,n,x
Iw
e,n,x
e,nz15
1,6

damman
dan
dapango
dar-es-salaam ||
daula
daytona
decatur
deckstein
degania Il
degania IV
delan
delmenhorst
dembe
demerara
denver
derby
derkle
dessau
detroit Il
deversoir
dibra
dieuppeul
diguel
diogoye
diourbel
djakarta
djama
djelfa
djermaia
djibouti
djinten
djugu

doba

doel
doncaster
donna
doorn
dortmund
douala
dougi
doulassame
drac
dresden
driffield
drogana
drypool
dublin
dubrovnik Il
duesseldorf
dugbe
duisburg
duivenhoks Il
dumfries
dunkwa
durban
durbanville Il
durham
duval
ealing

6,7
51

47
19,12
8,20
6,7
6,7
9,46
40

3,(15),(34)
1,9,12, (Vi)
41

6,8

45
14,1227
9,46

3,10
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14,1227
13,23
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26
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1,7

15
e,nx
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e,n,z15
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e,nx
15
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1,5

1,6
e,n,z15
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1,6

1,7
e,n,z15
1,(5),7
e,n,z15
e,nz15
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eastbourne
eastglam
eberswalde
eboko
ebrie

echa
edinburg
edmonton
egusi
egusitoo
eilbeck lllb
eimsbuettel
eingedi
ejeda ll
eko
ekotedo
ekpoui
elisabethville
elokate
elomrane
elsiesriver ||
emek
emmastad
emmerich Il
encino
enschede
entebbe
enteritidis

enugu
epicrates
epinay
eppendorf
epping Il
erlangen Il
escanaba
eschberg
eschersheim
eschweiler
essen
essingen
etosha Il
etterbeek
euston
everleigh
ezra
fairfield
fajara

faji
falkensee
fallowfield
fandran |l
fann

fanti
farakan
farcha
fareham
farmsen
farsta
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6,7,14
6,7

45

412
9,46

47

3,10
9,12
19,12
16

8,20

38

6,14
16,14,25
35
14,1227
19,12

16

3,10

1
14,1227
113,23
48

6,7

9,12
315

6,7
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e,nx
1,213,228
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e,n,z15
e,nz15
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15
1,2
Iw
1,6
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fass

faure Il
fayed
fehrbellin
ferlac VI
ferlo

ferruch
finaghy
finchley Il
findorff
finkenwerder
fischerhuette
fischerkietz
fischerstrasse
fitzroy

flint IV
florian
florida
flottbek
fluntern
fomeco
fortlamy
fortune
foulpointe Il
franken
franken
frankfurt
frederiksberg
freefalls
freetown
freiburg
fremantle Il
fresno
friedenau
friedrichsfelde
frintrop

fufu
fuhlsbuettel I
fulda

fulica

fyris

gabon
gafsa
galiema

galil

gallen
gallinarum
gamaba
gamba
gambaga
gaminara
garba

garoli

gassi
gateshead
gatineau
gatow
gatuni
gbadago

50

50

68

47
16,14,25
41

8

412
3,10

1
(1),6,14,(25)
16
16,14,25

3,10,(15)
(1),6,14,(25)
52

6,14,18

45

16
14,12,27
38

9,12

19,12

16

13,19
6,7
6.8
3,10,(15)

1,2

1,7

1,2

1,6
e,nx
1,6

15

1,6
e,nx
6

1,5
e,nz15
e,nx
e,nz15
1,5

1,7
(e,n,x)
1,5
e,n,z15
1,6

26

267
267
e,nz15
Iw

w

1,5

1,2

1,6

1,5
1,5
26
1,5
1,5
1,2
1,2
1,6
1,2
e,n,z15
1,2

e,n,z15
e,n,z15
1,7
1,5
1,6
26

15
1,7
enx
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gdansk
gege
gelsenkirchen
georgia
gera
geraldton
gerland
germiston Il
ghana
giessen
gilbert Il
give

giza
glasgow
glencairn Il
glidji
glostrup
gloucester
gnesta
godesberg
goelzau
goerlitz
goeteborg
goettingen
gojenberg Il
gokul
gold-coast
goma
gombe
good
goodwood Il
gori

goulfey
gouloumbo
goverdhan
gozo
grabouw I
grampian
grancanaria
grandhaven
granlo

graz
greenside Il
greiz
groenekan
grumpensis
grunty Il
guarapiranga
guerin
guildford
guinea
gustavia
gwaai ll
gwale
gwoza
haardt
haarlem I
hadar
haddon I

9,12
1,13,23
1,51
6,8
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halmstad
hamburg Il
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handen
hann
hannover
haouaria
harburg
harcourt
harleystreet
harmelen IV
harrisonburg
harrisonburg
hartford
harvestehude
hatfield

hato

havana
hayindogo
heerlen
hegau
heidelberg
heilbron Il
helsinki Il
hemingford
hennekamp
hennepin I
hermannswerder
heron
herston
herzliya
hessarek
heves
hidalgo
hiduddify
hillbrow Il
hillegersberg
hillingdon
hillsborough
hilversum
hindmarsh
hisingen
hissar
hithergreen
hoboken
hofit
hoghton
holcomb
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19,12
3,15

13,22
(1),6,14,(25)
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3,10,(15),(34)
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homosassa
honelis
hongkong
hooggraven Il
horsham
houten IV
huddinge
hueningen Il
huettwilen
huila Il
hull
humber Il
huvudsta
hvittingfoss
hydra
ibadan
ibaragi
idikan
ikayi

ikeja

ilala
illinois
ilugun
imo
inchpark
india
indiana
infantis
inganda
inglis
inpraw
inverness
ipeko
ipswich
irchel
irenea
irigny
irumu
isangi
isaszeg
islington I
israel
istanbul
istoria
isuge
italiana
itami

ituri
itutaba
ivory
ivorycoast
jacksonville 1l
jaffna

jaja
jalisco
jamaica
jambur
jangwani
java
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9,12
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315,34
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jedburgh
jedburgh
jericho
jerusalem
joal
jodhpur
joenkoeping
johannesburg
jos

juba
jubilee
jukestown
kaapstad
kabete
kaduna
kahla
kainji
kaitaan
kalamu
kalina
kallo
kaltenhausen Il
kalumburu
kambole
kamoru
kampala
kande
kandla
kaneshie
kanifing
kano
kaolack
kapemba
karachi
karamoja
karaya
karlshamn
kasenyi
kassberg
kastrup
katesgrove |l
kedougou
kentucky
kenya
kermel
keve
khami Il
khartoum
kiambu
kibi

kibusi
kidderminster
kiel
kikoma
kilwa Il
kimberley
kimpese
kimuenza

19,12
3,10,(15)
3,(15)
14,1227
6,714
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45
4,512
1,40
14,1221
13,19
17

13,23
4,12
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6,7,14
142
13,19
1,6,14,25
4,(5),12
3,10

6,8

2
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6,7
412,27
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13,19
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16,14,25
14,1227
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z29

z10
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kindia
kingabwa
kingston
kinondoni
kinshasa
kinson
kintambo
kirkee
kisangani
kisarawe
kisii

kitenge

kivu
klapmuts Il
klouto
kluetjenfelde I
kodjovi
koenigstuhl
koessen
kofandoka
koketime
kokoli
kokomlemle
kolar

kolda
kommetje Il
konolfingen
konongo
konstanz
korbol
korlebu
korovi
kortrijk
kottbus
kotte

kotu

kouka
koumra
kpeme
kraaifontein |1
kralendyk IV
kralingen
krefeld
kristianstad
krugersdorp I
kua
kubacha
kuessel
kumasi
kunduchi
kuntair

kuru

labadi

lagos
lamberhurst
lamin
lancaster
landala
landau
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13,19
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14,(5),12
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langenhorn
langensalza
langford
lanka
lansing
laredo
larochelle
lattenkamp
lawndale
lawra
leatherhead
lechler
leda

leer
leeuwarden
legon
leiden
leipzig

leith

lekke
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leoben
leopoldville
lerum

lethe Il
lexington
lezennes
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lichtenberg I
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lindern
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lingwala
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livingstone
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lobatsi Il
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lodz 4 729 - mandera 16 1,213 e,n,z15
loenga 1,42 z10 z6 mango 38 k 15
logone 39 d 1,5 manhattan 6,8 d 15
lohbruegge IV 44 74,232 - manila 3,15 z10 15
lokomo 17 y Iw mannheim 1 k Iw
lokstedt 1,3,19 1,213,228 12 manombo |l 57 239 e,nx,z15
lomalinda 1,912 a e,nx mapo 6,8 z10 1,5
lome 9,12 r 26 mara 39 eh (1,5
lomita 6,7 eh 1,5 maracaibo 1 v 15
lomnava 16 Iw e,n,z15 marburg 13,23 k -
london 3,10 lv 1,6 maregrosso V 66 235 -
los-angeles 16 Iv 26 maricopa 1,42 9,251 1,5
loubono 412 z 1,6 marienthal 3,10 k e,n,z15
louga 30 b 1,2 maritzburg 1,44 i e,nz15
louisiana 9,46 z10 26 maron 3,10 d 235
louwbester Il 16 z e,nx maroua 1 z 1,7
lovelace 13,22 Iv 15 marschall 13,22 a 1,213,228
lowestoft 17 g,s.t - marseille 1 a 1,5
luanshya Il 1,13,23 g,ms,t (e,n,x) maryland 57 b 1,7
lubumbashi 41 r 1,5 marylebone 9,46 k 12
luciana 1 a e,nz15 masembe 3,10 a e,nx
luckenwalde 28 z10 e,nz15 maska 141227 z41 enz15
luedinghausen 17 c 1,5 massakory 35 r Iw

luke 1,47 gm - massenya 1,412,271 k 1,5
lundby II 9,46 b e,n,x matadi 17 k e,nx
lurup Il 41 z10 enxz15 mathura 9,46 i e,n,z15
lutetia 51 ri 1,213,228 matopeni 30 y 1,2
luton I 60 z e,nx matroosfontein Il 3,10 a e,nx
lyon 47 k e,n,z15 mattenhof 17 b e,n,x
maarssen |l 9,46 74,724 239 :z42 mayday 9,46 y 26
maastricht 1 41 12 mbandaka 6,7,14 z10 e,nz15
macallen 3,10 236 - mbao 43 i 1,2
macclesfield 9,46 g,m,s,t 1,(2),7 meekatharra 45 a e,n,z15
machaga 1,3,19 i enx melaka 16 b 1,2,5
madelia 1,6,14,25 y 1,7 melbourne 42 z e,nz15
madiago 1,3,19 c 1,7 meleagridis 3,10 eh Iw
madigan 44 c 1,5 memphis 18 k 1,5
madison 21 d 6 menden 6,7 z10 1,2
madjorio 3,10 d e,nz15 mendoza 9,12 Iv 1,2
madras 4,(5),12 m,t e,nz15 menhaden 3,15,34 lv 1,7
magherafelt 8,20 i lw menston 6,7 9,5,(t) (1,6)
magumeri 1,6,14,25 eh 1,6 merseyside Il 16 gt (1,5)
magwa 21 d e,nx mesbit 47 m,t (e,n,z15)
mahina 9,46 z10 e,nz15 meskin 51 eh 1,2
maiduguri 1,3,19 fo.t e,nz15 messina 30 d 15
makiling 43 729 - mgulani 38 i 1,2
makiso 6,7 1,213,228 26 miami 19,12 a 15
makoma |l 14,5,1227 a (e,nx) michigan 17 lv 1,5
makumira |l 1,4,12,27 e,nx 1,(5),7 middlesbrough 1,42 i 26
malakal 16 eh 1,2 midhurst Il 53 1,228 z39
malawi V 66 265 - midway 6, 14,24 d 1,7
malaysia 28 z10 1,7 mikawasima 6,7,14 y e,nz15
malika 44 1,228 15 millesi 1,40 lv 1,2
malmoe 6,8 i 1,7 milwaukee 43 f,9,(t) -
malstatt 16 b 26 mim 13,22 a 1,6
mampeza 1,6,14,25 i 1,5 minna 1,6,14,25 c Lw
mampong 13,22 z35 1,6 minneapolis 3,15,34 eh 1,6
mana 9,12 b e,nz15 minnesota 21 b e,nx
manchester 6,8 Iv 1,7 mishmar-haemek  1,13,23 d 15
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mission
mississippi
missouri
miyazaki
mjimwema
mjordan
mkamba
mobeni Il
mocamedes
moero

moers
mokola
molade
molesey
mondeor I
mono

mons
monschaui
montaigu
montevideo
montgomery
montgomery I
montreal
morehead
morillons
morningside
mornington
morbihan
morocco
morotai
moroto
moScow
mosselbay |l
moualine
moundou
mountmagnet
mount-pleasant
Moussoro
mowanjum
mpila Il
mpouto
muenchen
muenster
muguga
muizenberg I
mulhouse
mundonobo
mundsburg IV
mundubbera
mura
nachshonim Il
naestved
nagoya
nairobi Il
nakuru

namib Il
namibia
namoda
nancy

6,7
1,13,23
1
9,12
1,9,12

412
14,1227
35

9,46
6,7,14

1

21

47
1,6,14,25
6,8

1,4,12,27
50

6,7

47

315

Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

gsit
1,213

Iv
g, (m),(s).t

mt

z10

1,228

mt
1,213,228
Iv

z10

ng
gm,(s)t

g,m,s,t

9,251
729
z10

g,p,s

15
(1,5)

17
e,nx
e,n,z15
1,6
(e,n,x)
e,nx
1,5

1,7
6
1,5
e,n,x
1,5
|w

1,2
(1,2,7)
e,n,z15
(d),e,n,z15
1,5

1,5

1,6
e,n,z15
e,n,z15
e,nz15
e,n,z15
1,2

lw
(z42)
1,6

1,5

1,5
e,n,z15
1,5
z42

-1,2 1 (267)

26
(1.9)
e,n,x
e,n,z15
1,2

nanergou
nanga
nantes
napoli
narashino
nashua
natal
naware
nchanga
ndjamena
ndolo
neasden |l
neftenbach
negev Il
nessa
nessziona
neudorf
neukoelin
neumuenster
neunkirchen
new york
new-brunswick
new-haw
new-holland
newholland
newington
new jersey
newlands
new-mexico
newport
new-rochelle
ngaparou
ngili

ngor

ngozi Il
niakhar
niamey
niarembe
niederoderwitz
nienstedten
nieukerk
nigeria
nijmegen
nikolaifleet
niloese
nima

nimes

nissii

nitra

niumi

njala

nola
noordhoek Il
nordenham ||
nordrhein
nordufer
norton
norwich
nottingham

6,8
113,23
9,46
19,12
6,8

28

9,12

16

3,10
16,14,25
19,12
9,12
412

41
16,14,25
6,7

30

6,7
1,412,217
38

13,22
3,15
3,15
4,12,54
412,54
315

39
3,10,(15),(34)
9,12
6,8,20
3,10

g,s.t
Iv

y
1,213
a

Iv
74,724
238
Iv

b

d
g,s;t
z
z10
z10
1,213
b
1,213,(z28)
k
z10
g,s,t
lv
eh
m;t
m,t
eh

k

eh
9,251
gh

k
74,224
210
Iv
z10

[

N< o< & QO T QO

~oa o
3

=5

z
1,213,228
a

i

eh

d

e,nz15
w
e,nx
e,n,x
e,n,z15

1,2
1,2
15
e,nx
e,nx
1,2

e,n,z15
26
15
e,n,z15

12

15
e,n,x
1,7

26
e,nx
e,n,z15
1,7

w

1,6
e,nz15
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nowawes
noya

nuatja
nuernberg Il
nyanza
nyborg
nyeko
oakey
oakland
obogu
ochiogu
ochsenwerder
ockenheim
odienne
odijk

odozi
oerlikon
oesterbro
oevelgoenne |l
offa

ogbete

ohio
ohlstedt
okatie
okefoko
okerara
oldenburg
olten
omderman
omifisan
omuna

ona
onarimon
onderstepoort
onireke
ontario

oran
oranienburg
orbe

ord

ordonez
orientalis
orion
oritamerin
orlando
orleans

0s
oskarshamn
oslo
osnabrueck
othmarschen
ottawa
ottershaw Il
ouagadougou
oudwijk
oukam
overchurch
overschie
overvecht
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a
1,213,228
gm,(t)
4

d

i

b

729
Iw

lv

a

Tipizzare le salmonelle

6

1,7
e,nx

26

6, (z83)
1,7

1,7

264
1,6,(7)
15
(e,n,z15)
15

1,6

15

239
e,n,(x),z15
e,n,z15
15
e,nz15

15
Iw
e,nx

6

1,2

1,2
e,n,z15
e,nx

235

e,n,z15
15

15
e,n,z15
15

1,6

1,2
e,nx
e,nx
15

15

1,6

(12)
1,5
1,2

oxford
oyonnax
oysterbeds ||
pakistan
palamaner
palime
panama
pankow
papuana
paratyphi A
paratyphi B
paratyphi C
paris
parkroyal
parow Il
parow I
pasing
patience
penarth
penilla
pensacola
perinet Il
perth
petahtikva
phaliron
pharr
phoenix Il
pietersburg
pietersburg
pikine

pisa
planckendael
ploufragan
plumaugat
plymouth
poano
poeseldorf
poitiers
pomona
pontypridd
poona
portanigra
portbech Il
portland
portsmouth
potengi
potosi
potsdam
potto
powell
praha
pramiso
presov
preston
pretoria
pullorum
putten
quebec
quentin

3,10
6,7
1,44
6,7

19,12
315

1,212
14,(5)12
8,7 (Vi)
8,20
13,19
3,10,(15)
3,15
412

9,12

19,12

c
z10

Iv
gms,t
gm,s,t
235

d

235
1,213,228
m;t

gmt

y

fo.t

o o0 ' I NoDoOo< —

1,7

1,6
z42

1,2
235
e,n,z15
1,5

15
e,nz15
(1,9)
(12)
15

15

1,7

15
e,nz15
26
e,n,z15
(1.2)
e,nx,z15
e,n,x
17
e,nz15
e,nz15
15

1,7

1,7

26

Iw

1,6
e,nz15
26
1,213,228
26

15

1,7

1,6 : (z44)
17
e,nxz15
1,5
1,6

15
e,n,z15
26
17
e,nz15
1,7
enz15
w
1,2
Iw
e,nz15
1,6



quimbamba Il
quincy
quinhon
quiniela
ramatgan
ramsey
rand Il
ratchaburi
raus
rawash
reading
rechovot
redba
redhill
redlands
regent
reinichendorf
remete
remiremont
remo
reubeuss
rhodesiense Il
rhone
rhydyfelin
richmond
rideau
ridge

ried

riggil
riogrande
rissen
rittersbach
riverside
roan
rochdale
roggeveld Il
rogy
romanby
roodepoort
rooikrantz Il
rosenberg
rosenthal
rossleben
rostock
roterberg
rothenburgsort
rotterdam |1
rottnest
rovaniemi
rowburton |l
royan
ruanda
rubislaw
ruiru

ruki
rumford
runby
rutgers
ruzizi

13,22
113,22
16

16
16,1425
9,12

1

21
4512
6,7
16,14,25
3,10
3,10

Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

Iw

z35
f.g

eh
eh
z10
eh
z10

f,g.(s)
1,228
74,723
z10

gmt

eh

f.g

74,223
gt

f.g
Iv

z10
74,724
z10
m,t
9,285
b

eh
g,p,u
74,223
mt

gt

ri
m;t

z10

z38

1,240
Iv

z39

1,6
e,n,z15
15

1,6
e,n,x,z15
1,6

e,nx
e,nx
(1.5)

1,2

26
(e,n,z15)

1,5

e,n,z15
1,5
e,nx
e,nx
1,7

1,2

1,5
1,5

1,5
1,6

(1.5)
1,7

15
(z42)
e,nz15
e,n,z15
(e,n,x)
e,nx
e,nx
1,2
e,nx
1,7
e,n,z15

saarbruecken
saboya
sachsenwald [V
sada
sainte-marie
saint-paul
saka
sakaraha |l
salford
salinatis
salmonella
salmonella
salmonella
salmonella Illb
salmonella Illb
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il

19,12
16

1,40

30

52
1,4,(5),12
47

48

16

412
4512
4512
3,10

1

48
14,512,271
14,1227
412
4,12
4,12
4,(5),12
4,12
412
412,21
14,1227
412,27
14,1227
14,1227
4,12
14,1227
4,12
4,12

eh
74,223
z10

eh
(k)
v

d:eh

z38
z41

17
15

12

1,2
239
e,nx
e,nz15
e,n,x

1,(2),5
253
e,nxz15
e,n,x
239

15

12,7

76,242
239
235
1,6
15
e,n,x
239
(e,nx)
1,5
17
239
1,6
1,5

26
239
1,7
z42
1,6 : 242
(1,9
(e,n,x)
739
enx:z4a2

15
(6)
1,57
742
26
e,nx
e,n,x
26
239
742
235
(1,2,7)
(z42)
enx: 1,6
15,7
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salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il

220

9,12
19,12

9,12

19,12

9,12

9,12

9,46

19,12
9,12,(46), 27
19,12

9,46

19,12

19,12

9,46

9,12

9,12
19,12,(46),27
9,12

9,12

1912

9.46

9,46

9,46
19,12,(46),27
19,12,(46),27
19,12,(46),27
19,12

9,46

19,12
19,12,46,27
9,12,46,27
19,12,46,27
19,1246, 27
19,12,46, 27
19,12,46,27
19,12,46,27
19,12,46,27
310

3,10

310

3,10

310

310

310

v
1,213,228
1,228
1,228

y

z

z10

z10

z10

z10

z10

729

239

742

a

gt
1,213,228

y
74,724
z10
z10
z10

o T oo

g,m,s,t
mt

Tipizzare le salmonelle

e,nx
z39

15
26,242
(e,n,x)
1,7
e,nx
26,242
e,nx
16242
1,6 :z42
15

15
e,n,x,z42
e,nx

15
e,nx
239

z42

239

1,6
15,7
1,57 : (z42)
e,nx
(e,n,x)
15

239
e,nx
e,nx
239

239
1,5:(z42)
e,nx
239

15

26

239

15
e,nx
239
e,nx

17
1,(5),7
26

e,nx
239

239
(1,9

15
e,nx
739

v

239
e,nx
239
e,n,x
(1,9)

15

salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il

13,22
113,22
13,22
13,22
13,22
13,22
13,22
13,22
113,22
13,22
13,23
1,13,23
13,23
1,13,23
1,13,23
113,23
1,13,23
13,23
13,23
13,23
13,23
1323
113,23
1,13,23
113,23
1,13,23
6,14,(24)
6,14
16,14
6,14
16,14
16

lv
1,228
1,228
74,224
729
z35

g,(m),(s).t

74,224

z29
235
236

e,n,x,z15
gt

e,nx
1,5
z39

(e,n,x)
e,nx,z15
15

1,5
e,n,z15
e,nx

15

e,nx
z42

26
742 : 239
1,5:242
1,5

26

1,7
1,6
15
e,nx
e,n,z15
1,5
z42
z42
e,n,x
41
e,nx
1,5

6
z42
e,n,x
1,5
15,7
1,6
(e,n,x)
26,242

1,6
e,nx
z39

z42

1,5
e,nx
1,6:242
z42
e,nx
z42

1,6

1,5
e,n,x
e,nz15
26
1,(5),7
z39



salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il

Parte Seconda: Schema di Kauffmann-White aggiornato

g,m,s,t
m;t

k

y

z

z10
mt

y
74,223
74,724

mt
g,(m),(s).t
z

a

b

e,nx
e,nz15
gmt
gmt
g,s;t
m,t
1,228

z

729
229

b

c
gms
mt

k

1,228
26

z10
239

d
(f.at
g,ms,t
gt

e,nx
e,nx,z15

9.0

1,7

15
e,nxz15

15
e,nx
e,nx
e,n,x
17
287
e,nx
239
e,nx
(e,n,x)
15
15
15
e,nx
26
239
e,nx
en, x,z15
26

1,6
e,nx.z15
1,7
15
15

1,5
742

1,2
239
1,7
239
e,nx
17
(e,n,x)
15
239
1,5

26
239
1,(5),7
1,6
e,nx,z15

salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il

g,(m),(s).t
gt
gt
gt
gt
m,t
mt

1,228
1,228

z

z

z
74,724
26
z39
z42
z42

z42
(z42)

26

b

c

g,m,st

k

k
1,213,228

b

d

m,t
Iw
,(z13),228
1,228
6
z10
z10
z10
z29
(e,n,x)

o o 0 Q

d
e,nx,z15
e,nxz15
f,o,t
9,262
1,213,228
z

74,223
z29

z29
e,nx

gt

mt

z42
(e,n,x)
15

z39
e,nx,z15
z39

z42

26

e,nx
1,5:242
z39

26

z39

z42
(239)
1,5

1,7
1,(5),7
1,6
1,(5),7

1,6)7
15
(15)
(26)

1,6

(z6)
e,nx,z15
1,6

26

26
(e,n,x,z15)
e,nx
(26)

1,6

1,2
e,nx,z15
26

1,6
1,5

26
e,nx,z15
z39
z42
1,(5),7
1,6
1,5
e,nx
1,5
1,5

e,nx
z42
1,6
z42
z42
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salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
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salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
salmonella Il
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74,223
729

e,nx,z15
gt

z
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N
N
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1,228
g8t

1,228
229
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Tipizzare le salmonelle
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salmonellallla 43 74,224 - salmonella Illb (6),14 v z53
salmonellallla 43 236 - salmonella Illb (6),14 r z
salmonellallla 44 74,223 - salmonellalllb  (6),14 z10 e,nx,z15
salmonellallla 44 74,224 - salmonella Illb (6), 14 z10 753
salmonellallla 44 74,232 - salmonella Illb (6),14 z10 z:(z53)
salmonellallla 45 9,251 - salmonella Illb (6),14 252 -
salmonellallla 45 74,223 - salmonellalllb  (6),14 752 235
salmonella llla 45 74,224 - salmonella Illb 16 i 235
salmonella llla 45 74,232 - salmonella Illb 16 k z
salmonella llla 45 z29 - salmonella Illb 16 k 235
salmonellallla 47 9,251 - salmonella Illb 16 k 253
salmonella llla 47 Iv e,nx,z15 salmonella Illb 16 v 15,7
salmonella llla 47 r - salmonella Illb 16 v z35
salmonella llla 47 74,223 - salmonella Illb 16 v 253
salmonellallla 47 729 - salmonella Illb 16 v z:(z61)
salmonella llla 48 9,251 - salmonella Illb 16 210 15,7
salmonella llla 48 74,223 - salmonella Illb 16 z52 235
salmonella llla 48 74223232 - salmonella Illb 17 i 235
salmonella llla 48 74,224 - salmonella Illb 17 k z
salmonella llla 48 74,232 - salmonella Illb 17 v e,nxz15
salmonella llla 48 729 - salmonella lllb 17 v z35
salmonella llla 48 236 - salmonella Illb 17 r z
salmonella llla 50 229 - salmonella Illb 17 z10 e,nxz15
salmonella llla 50 236 - salmonella Illb 17 z10 z
salmonella llla 50 74,723 - salmonella Illb 18 (k) z53
salmonella llla 50 74223232 - salmonella Illb 18 v z
salmonella llla 50 74,224 - salmonella Illb 18 v 253
salmonella llla 50 74,232 - salmonella Illb 18 r z
salmonella llla 51 9,251 - salmonella Illb 18 z10 e,nxz15
salmonella llla 51 74,223 - salmonella Illb 21 c e,nxz15
salmonella llla 51 74,224 - salmonella Illb 21 9,251

salmonella llla 51 74,232 - salmonella Illb 21 i 15,7
salmonella llla 53 9,251 - salmonella Illb 21 i e,nxz15
salmonella llla 53 74,223 - salmonella Illb 21 k e,nx,z15
salmonella llla 53 74,223,232 - salmonella Illb 21 k z
salmonella llla 53 74,224 - salmonella Illb 21 v z
salmonella llla 53 74,232 - salmonella Illb 21 v z57
salmonella llla 53 z29 - salmonella Illb 21 r z
salmonella llla 56 229 - salmonella Illb 21 z10 e,nxz15
salmonella llla 56 74,223 - salmonella Illb 21 z10 z
salmonella llla 56 74,223,232 - salmonella Illb 21 z10 253
salmonella llla 62 9,251 - salmonella Illb 21 265 e,nxz15
salmonella llla 62 229 - salmonella Illb 28 k 1,7
salmonella llla 62 236 - salmonella Illb 28 z10 z
salmonella llla 62 74,223 - salmonella Illb 28 z10 z:(257)
salmonella llla 62 74,232 - salmonella Illb 35 i e,nxz15
salmonella llla 63 9,251 - salmonella Illb 35 i z
salmonella llla 63 236 - salmonella Illb 35 i 235
salmonella llla 63 74,223 - salmonella Illb 35 i 753
salmonella llla 63 74,232 - salmonella Illb 35 k e,nxz15
salmonella lllb 1 Iv z53 salmonella Illb 35 k z
salmonella lllb 1 Iv z salmonella Illb 35 k 253
salmonella Illb 13,22 lv 1,57 salmonella lllb 35 (k) z
salmonella lllb 13,23 z 1,5 salmonella Illb 35 (k) 235
salmonella Illb (6),14 b e,nxz15 salmonella Illb 35 v 1,57
salmonella lllb (6),14 k z salmonella Illb 35 v e,nx,z15
salmonella Illb (6),14 k z53 salmonella Illb 35 Y 235,(z67)
salmonella Illb (6),14 lv z salmonella Illb 35 r e,nxz15
salmonellalllb ~ (6),14 lv 235 salmonellalllb 35 r z
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Tipizzare le salmonelle

NOTA - | sierotipi evidenziati da uno sfondo grigio sono stati assorbiti da
altre Salmonelle. Consultare lo schema precedente di Kauffmann-White.

| sierotipi appartenenti alle sotto-specie llla oppure lllb, corrispondenti, ri-
spettivamente, a Salmonella arizonae e Salmonella diarizonae, presenta-
no il solo nome su sfondo tratteggiato.
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APPENDICE

REAGENTI E PREPARAZIONI VARIE

DOTAZIONE (CONSIGLIATA) DI ATTREZZATURE
DEL LABORATORIO

APPARECCHIATURE

Autoclave, stufa a secco, lavavetreria, bilancia tecnica, omogeneizzatore di tipo pe-
ristaltico, pHmetro, bagnomaria, centrifuga con testa fissa e testa a braccio libero,
microscopio, tavolinetto a luce trasmessa, termostati, frigorifero, congelatore, cap-
pa a flusso laminare.

VETRERIA

Provette da sierologia (mm 8X120 mm), provette da centrifuga (mm 16X100),
provette comuni (mm 16x160), provettoni (mm 20<200) con tappi riutilizzabili.
Tubetti in vetro di Craigie (da introdurre nelle provette da sierologia per inversione
di fase, vedi testo per le dimensioni).

Bottiglie vetro pyrex o Duran 50 con tappo a vite.

Becker, matracci e cilindri graduati pyrex, filtri SEITZ EKS1 per matracci da
300 ml.

STRUMENTARIO CHIRURGICO E DI USO CORRENTE
Pinze anatomiche, forbici anatomiche di differenti misure, pinze di Mohr, ago-can-

nule per prelievi sanguigni, micropipette a volume variabile da 0 a 20 microlitri e
da 20 a 200 microlitri.

MATERIALE MONOUSO STERILE

Pipette graduate (daml 1-2-5 - 10 - 25), piastre Petri diametro mm 90, spatole a
L per batteriologia, sacchetti presto-chiuso e sacchetti con filtro per omogeneizza-
tore, filtri a membrana da 0,45 mmicron, puntali per micropipette, piastre “microti-
ter” a 48 pozzetti a fondo piatto per colture cellulari.

REAGENTARIO
Terreni batteriologici, materie prime riportate in elenco, farmaci per anestesia ani-
mali, disinfettanti di uso corrente.

PREPARAZIONE E CONSERVAZIONE DEI TERRENI COLTURALI

- Quantita consigliata per partita = non superiore a 500 ml.

- Sterilizzazione = a 121 °C per 15 minuti (per la maggior parte dei terreni ove si ri-
chiede autoclavatura).

- Distribuzione
brodi in provette mm 16X160 = ml 10, in provettoni mm 20X200 = ml 25 ; ter-
reni solidi a becco di clarino in provette mm 16X160 = ml 5 (per il Kligle Iron
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Agar = ml 7), in provettoni mm 20X200 = ml 15; in piastre Petri diametro mm
90 = ml 15.

- Conservazione (dopo asciugatura dei terreni solidi a temperatura ambiente per
24 - 48 h) = in frigorifero a + 4 °C.

- Validita dei terreni preparati = liquidi in provetta, 1 mese ; liquidi in bottiglia
ermetica, 3 mesi ; solidi in provetta e in piastra (chiusi in sacchetto di politene), 3
settimane (con alcune rare eccezioni riguardanti terreni da non autoclavare che
vanno consumati in giornata).

ELENCO (CONSIGLIATO) DEI TERRENI DA TENERE
IN LABORATORIO

Nonostante esista un numero elevato di terreni batteriologici, viene proposto un
elenco ristretto di substrati da considerare come dotazione minima per il lavoro
sulle salmonelle.
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ELENCO (CONSIGLIATO) DEI REAGENTI DA TENERE
IN LABORATORIO
Numerosi reattivi compongono di norma il reagentario di un laboratorio biologico.
Oltre ai disinfettanti e ad alcuni terreni gia pronti per l'uso (da scegliere fra quelli

elencati in precedenza), vengono qui ripetuti alcuni dei prodotti chimici citati nel
testo, scelti fra quelli ritenuti di piu probabile maggior impiego.
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DILUENTT*
* Le quantita degli ingredienti sono indicate in grammi e riferite alla preparazione
di 1 litro di diluente

Soluzione fisiologica sterile (sol. fis.)

Sodio cloruro 8.5, acqua distillata 1000

pH finale = 7.0

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Soluzione tampone fosfato (Phosphate Buffered Saline, PBS)

Sodio cloruro 10, potassio cloruro 0.250, potassio fosfato monobasico 0.250, sodio
fosfato bibasico biidrato 1.755, acqua distillata 1000

pH finale = 7.4

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 20 minuti

TERRENI*
*Le quantita degli ingredienti sono indicate in grammi e riferite alla preparazione
di 1 litro di terreno

Acqua Peptonata Tamponata (Buffered Peptone Water)

Peptone 10, sodio cloruro 5, sodio fosfato bibasico 3.5, potassio fosfato monobasi-
co 1.5, acqua distillata 1000

pH finale =7.2

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Agar glicerinato

Peptone 10, sodio cloruro 5, estratto di carne 5, glicerina 20, destrosio 20, agar-
agar 20, acqua distillata 1000

pH finale = 7.4

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Agar nutritivo (Nutrient Agar)

Estratto di carne 3, peptone 5, agar-agar 15, acqua distillata 1000
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

pH finale = 6.8

Agar siero
Agar nutritivo + siero equino sterile al 5%, aggiunto sterilmente dopo autoclavatura
e raffreddamento a circa 50 °C del terreno base

Agar solfito di bismuto (BSA)

Peptone 10, estratto di carne 5, glucosio 5, sodio fosfato bibasico 4, solfato ferroso
0.3, bismuto solfito 8, verde brillante 0.025, agar-agar 20, acqua distillata 1000
Sciogliere per ebollizione. Non autoclavare. Usare in giornata

pH finale = 7.6
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Agar verde brillante (Brillant Green Agar, BGA)

Estratto di carne 35, estratto di lievito 3, peptone proteose 10, sodio fosfato bibabasi-
co 1, sodio fosfato monobasico 0.6, lattosio 10, saccarosio 10, rosso fenolo 0.09,
verde brillante 0.0047, citrato di ferro ammoniacale 0.02, agar-agar 15, acqua di-
stillata 1000

pH finale =7.0

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

BHI brodo e BHI agar (BHI Broth/Agar)

Peptone 10, infuso di cervello 12.5, infuso di cuore 5, glucosio 2, sodio cloruro 5,
sodio fosfato bibasico 2.5, acqua distillata 1000

se BHI Agar aggiungere agar-agar 15

pH finale = 7.4

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

BHI agar semi-solido per mobilita
come sopra, ma addizionando BHI brodo 1000 + agar-agar 3.5

Brodo lattosato (Lactose Broth)

Estratto di carne 3, peptone 5, lattosio 5, acqua distillata 1000
pH finale = 6.9

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Brodo nutritivo (Nutrient Broth)

Estratto di carne 3, peptone 5, acqua distillata 1000
pH finale 7.2

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Brodo Rappaport-Vassiliadis

Peptone di soia 5, sodio cloruro 8, potassio fosfato monobasico 1.6, magnesio clo-
ruro 40, verde malachite 0.04, acqua distillata 1000

pH finale =5.2

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Brodo selenito - cistina

Digerito triptico di caseina 5, lattosio 4, sodio fosfato bibasico 10, selenito acido di
sodio 4, I-cistina 0.01, acqua distillata 1000

pH finale =7.0

Sterilizzare per ebollizione. Non autoclavare

Brodo tetrationato secondo Muller-Kauffmann

Peptone 5, sali biliari 1, calcio carbonato 10, sodio tiosolfato 30, acqua distillata 1000
Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Aggiungere sterilmente ml 20 di soluzione iodo-iodurata (potassio ioduro 5, iodio
resublimato 6, acqua distillata 20) e ml 10 di soluzione di verde brillante (verde
brillante 0.01, acqua distillata 10)
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Brodo tetrationato secondo Preuss

Digerito triptico di caseina 15, peptone 10, sodio cloruro 5, cristalvioletto 0.005,
acqua distillata 1000

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Aggiungere sterilmente potassio terationato 20

pH finale = 6.8

Desossicolato Citrato Agar (DCA)

Estratto di carne 5, peptone proteose 5, lattosio 10, sodio tiosolfato 5.4, ferro citrato
ico 1, sodio citrato 8.5, sodio desossicolato 5, rosso neutro 0.02, agar-agar 15, ac-
qua distillata 1000

pH finale = 7.3

Sterilizzare per ebollizione. Non autoclavare

Endo Agar

Triptone 10, lattosio 10, potassio fosfato monobasico 3.5, sodio solfito 2.5, fucsina
basica 0.4, agar-agar 15, acqua distillata 1000

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Gassner Agar

Peptone 10, digerito triptico di caseina 15.5, sodio cloruro 5, lattosio 50, saccarosio
30, giallo metacromo 1.25, wasserblau 0.875, agar-agar 20, acqua distillata 1000
pH finale = 7.4

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Hektoen Enteric Agar

Peptone 12, estratto di lievito 3, sali biliari 9, lattosio 12, saccarosio 12, salicina 2,
sodio cloruro 5, sodio tiosolfato 5, citrato di ferro ammoniacale ico 1.5, fucsina aci-
da 0.1, blu timolo 0.065, agar-agar 14, acqua distillata 1000

Sciogliere per ebollizione. Non autoclavare

pH finale = 7.6

Kligler Iron Agar

Estratto di carne 3, estratto di lievito 3, peptone di caseina 20, sodio cloruro 5, lat-
tosio 10, glucosio 1, ferro solfato oso 0.2, sodio tiosolfato 0.3, rosso fenolo 0.025,
agar-agar 15, acqua distillata 1000

pH finale = 7.4

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Mac Conkey Agar

Peptone di carne 17, polipetone 3, lattosio 10, sali biliari 1, sodio cloruro 5, rosso
neutro 0.030, cristalvioletto 0.01, agar-agar 13.5, acqua distillata 1000

pH finale = 7.1

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Mueller - Hinton brodo / agar
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Brodo infuso di carne + amido solubile 0,15%. Per il terreno solido, aggiunta di
agar-agar all’1,5%.

pH finale = 6.8

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Rambach Agar

Peptone 8, sodio cloruro 5, sodio desossicolato 1, miscela cromogenica 1.5, glicol
propilenico 10.5, agar-agar 15, acqua distillata 1000

Sciogliere per ebollizione. Non autoclavare

pH finale = 7.3

Rappaport-Vassiliadis semi-solido (MSRYV)

Triptosio 4.59, idrolisato acido di caseina 4.59, sodio cloruro 7.34, potassio fosfato
monobasico 1.4, magnesio cloruro 10.93, verde malachite ossalato 0.037, agar-agar
2.7, novobiocina mg 20, acqua distillata 1000

pH finale =5.2

Salmonella Shigella Agar (SS)

Estratto di carne 5, peptone 35, lattosio 10, sali biliari 8.5, sodio citrato 8.5, sodio
tiosolfato 8.5, ferro citrato ico 1, rosso neutro 0.025, verde brillante 0.00033, agar-
agar 12, acqua distillata 1000

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

pH finale = 7.4

Simmons Citrate Agar

Sodio citrato 2, sodio cloruro 5, potassio fosfato bibasico 1, ammonio fosfato biaci-
do 1, magnesio solfato 0.2, blu di bromotimolo 0.08, agar-agar 15, acqua distillata
1000

pH finale = 6.9

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

Trypticase Soy Agar (TSA) e Trypticase Soy Broth (TSB)

Triptone 15, peptone di soia 5, sodio cloruro 5, agar-agar 15, acqua distillata 1000
se TSB, senza aggiunta di agar-agar

pH finale = 7.3

Sterilizzare in autoclave a 121 °C per 15 minuti

XLD Agar

Xilosio 3.5, 1-lisina 5, lattosio 7.5, saccarosio 7.5, sodio cloruro 5, estratto di lievito
3, sodio desossicolato 2.5, sodio tiosolfato 6.8, ferro ammonio citrato ico 0.8, rosso
fenolo 0.08, agar-agar 15, acqua distillata 1000

Sciogliere per ebollizione. Non autoclavare

pH finale = 7.4

XLT, Agar
Peptone proteose 1.6, estratto di lievito 3, I-lisina 5, xilosio 3.75, lattosio 7.5, sac-
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carosio 7.5, ferro ammonio citrato ico 0.8, sodio tiosolfato 0.8, sodio cloruro 5, ros-
so fenolo 0.08, sodio tetradecilsolfato 4.6, agar-agar 18, acqua distillata 1000
Sciogliere per ebollizione

pH finale = 7.4

PREPARAZIONI VARIE

1. Test dell’ indolo

Terreno (grammi/litro)

Peptone di carne, 8.6, sodio cloruro 6.4, potassio nitrato 1.5, acqua distillata ml
1000

pH finale 7.2 £ 0.2

Distribuire in provette a ml 5 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti

Colore del terreno = brodo trasparente giallastro

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Semina e incubazione
Inoculare con un’ansata di patina colturale da Kligler
Incubare a +37 °C per 18 - 24 ore

Lettura

Aggiungere 0.5 ml di reattivo di Kovacs

Formazione di un anello rosso superficiale = esito positivo
Formazione di un anello giallo superficiale = esito negativo

Reattivo di Kovacs

p-dimetil-amino-benzaldeide gr 5, alcool amilico o isoamilico ml 75, acido clori-
drico ml 25

Colore del reattivo = giallo

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C illimitata

2. Test dell’ urea

Terreno (grammi/litro)

Estratto di lievito 0.1, potassio fosfato monobasico 9.1, sodio fosfato bibasico 9.5,
urea 20, rosso fenolo 0.01, acqua distillata ml 1000

pH finale = 6.8 £ 0.2

Sterilizzare per filtrazione (0.2 mmicron) e distribuire sterilmente in provette a ml 5
Colore del terreno = trasparente, rosa-giallastro

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Semina e incubazione
Inoculare con un’ansata di patina colturale da Kligler
Incubare a +37 °C per 18 -24 ore
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Lettura
Viraggio al rosso porpora = esito positivo
Sviluppo batterico con colore giallo = esito negativo

3. Test della Beta-galattosidasi

Reagente

Soluzione tampone: sodio fosfato monobasico gr 6.9, idrossido di sodio 0.1 M ml
3, acqua distillata ml 50

Soluzione ONPG = orto-nitrofenil - beta - D - galattopiranoside (ONPG) gr 0.08,
acqua distillata ml 15

Reagente completo = soluzione tampone ml 5, soluzione ONPG ml 15
Conservabilita del reagente completo = in frigorifero, fino a che rimane incolore

Semina e incubazione

Allestire una sospensione lattescente del germe in ml 1 di soluzione fisiologica ste-
rile, agitare ed aggiungere a ml 0.1 di questa sospensione ml 1 di reagente comple-
to ONPG

Agitare ed incubare a +37 °C per 2 ore

Lettura
Viraggio al giallo = esito positivo
Colore bianco = esito negativo

4. Test combinato del rosso metile (RM) e di Voges-Proskauer (VP)

Terreno (grammi/litro)

Peptone 7, glucosio 5, potassio fosfato bibasico 5, cloruro di sodio 5, acqua distil-
lata ml 1000

pH=7.0

Distribuire in provette a ml 5 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti

Colore del terreno = incolore

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Reagenti

Rosso metile

Rosso metile mg 100, alcool etilico 96 % ml 300, acqua distillata ml 200
Colore rosso intenso, conservare in frigorifero, validita illimitata

VP2

Idrossido di potassio gr 40, acqua distillata ml 100

Incolore, conservare in frigorifero, validita illimitata

VP 1
alfa-naftolo gr 5, alcool etilico 96 % ml 100

239



Tipizzare le salmonelle

Colore rosa pallido, conservare in frigorifero protetto dalla luce, validita fino a
comparsa di colore rosa / giallo intenso

Semina e incubazione
Seminare due provette da 5 ml di terreno con un’ ansata di patina colturale. Incuba-
re a +37 °C per 24 ore.

Lettura

1a provetta = Test RM = aggiungere 0.5 ml di reattivo rosso metile

Colore rosso = esito positivo

Colore giallo = esito negativo

2a provetta = Test VP = aggiungere 1 ml di reattivo VP 1 e 0.4 ml di reattivo VP 2.
Agitare. Leggere dopo 30 minuti a temperatura ambiente

Sviluppo di colore rosso = esito positivo

Colore invariato = esito negativo

5. Test dei nitrati

Terreno (grammi/litro)
vedi terreno per fest dell’indolo

Reagenti

Reagente A = acido sulfanilico gr 0.8, acido acetico 5 M ml 100

Reagente B = alfa-naftolo gr 0.5, acido acetico 5 M ml 100

Entrambi i reagenti sono incolori e vanno conservati in frigorifero a +4°C al riparo
dalla luce

Semina e incubazione

Seminare una provetta con un’ansata di patina colturale. Incubare a +37 °C per 24
ore

Lettura
Aggiungere 0.5 ml del reattivo A e 0.5 ml del reattivo B
Formazione di colore rosso = esito positivo

Nessun cambiamento di colore = esito negativo

Nel caso delle Enterobacteriaceae non e generalmente necessario aggiungere al
test dei nitrati la polvere di zinco, in quanto la reazione di riduzione dei nitrati a
nitriti avviene in maniera netta.

6. Test dell’ H,S

Tra le varie possibilita di accertare la formazione di acido solfidrico, si propone la
prova che si basa sulla semina del ceppo in brodo tioglicolato e sulla visualizzazio-
ne dell’H,S formato mediante viraggio della cartina all’acetato di piombo intro-
dotta nella provetta.
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Terreno (grammi/litro)

Peptone di caseina 15, estratto di lievito 5, glucosio 5.5, 1-cistina 0.5, sodio cloruro
2.5, sodio tioglicolato 0.5

pH7.1+0.2

Distribuire in provette con tappo a vite a ml 10 e autoclavare a 121 °C per 15 minu-
ti

Colore del terreno = trasparente, giallastro

Conservabilita = a temperatura ambiente, al riparo dalla luce, per 3 mesi

Semina e incubazione

Trapiantare nel brodo tioglicolato un’ ansata di patina colturale, introdurre tra il
tappo ed il vetro della provetta una striscia lunga circa 5 cm di carta bibula impre-
gnata di acetato di piombo (e successivamente sterilizzata in stufa a secco). Incuba-
re a +37 °C per 7 giorni

Lettura
Viraggio al nero della striscia = esito positivo
Nessun cambiamento o leggero inbrunimento della cartina = esito negativo

7. Test di fermentazione dei carboidrati

Terreno base (grammi/litro)
Peptone di caseina 10, estratto di carne 5, sodio cloruro 3, sodio fosfato bibasico 1,
soluzione di blu di bromotimolo* ml 12, acqua distillata 1000

*soluzione di blu di bromotimolo = blu di bromotimolo gr 1, NaOH 0.1 N ml 25,
acqua distillata ml 475

pH=7.4

Autoclavare a 121 °C per 15 minuti

Colore del terreno base e del terreno completo = blu

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Carboidrati da aggiungere al terreno base

Ciascun carboidrato va sciolto al 10 % in acqua distillata sterile ed addizionato al
terreno base in proporzione di 5 ml di soluzione ogni 100 ml di terreno

Il terreno completo va sterilizzato per filtrazione attraverso membrana da 0.2 mmi-
cron e distribuito sterilmente in provette a ml 5

Semina e incubazione

Da una sospensione del germe in soluzione fisiologica sterile si seminano ml 0.2
per provetta di terreno e si incuba a +37 °C per 7 giorni, con letture ogni 24 ore
Lettura

Viraggio al giallo = esito positivo

Viraggio al rosso = esito negativo

241



Tipizzare le salmonelle

8. Test dell’ NH,-citrato

Terreno (grammi/litro)

Magnesio solfato 0.2, ammonio fosfato biacido 0.2, sodio ammonio fosfato 0.8, so-
dio citrato tribasico 2, sodio cloruro 5, blu di bromotimolo 0.08, agar 15, acqua di-
stillata 1000

pH=7.0+0.2

Distribuire in provette a ml 5, autoclavare a 121 °C per 15 minuti, inclinare a becco
di clarino

Colore del terreno = verde scuro

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 1 mese

Semina e incubazione
Da una sospensione del germe in soluzione fisiologica inoculare uno slant con 0.2
ml ed incubare a +37 °C per 7 giorni

Lettura
Sviluppo con viraggio al blu = esito positivo
Colore inalterato verde = esito negativo

9. Test della gelatina

Terreno (grammi/litro)

Peptone di carne 5, estratto di carne 3, gelatina 120, acqua distillata 1000
pH7.0+0.2

Distribuire in provette a ml 10 e autoclavare a 115 °C per 10 minuti
Colore del terreno = giallo paglierino

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 1 mese

Semina e incubazione

Inoculare con ago per infissione al centro della provetta a partire da patina colturale
Incubare a temperatura ambiente (+25 °C) per 7 giorni

Lettura

Liquefazione della gelatina = esito positivo

Sviluppo senza liquefazione = esito negativo

10. Test del KCN

Terreno (grammi/litro)

Peptone 3, sodio cloruro 5, potassio fosfato monobasico 0.225, sodio fosfato biba-
sico 5.64, acqua distillata 1000

pH=7.6

Distribuire in provette a ml 10 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti

Colore del terreno = trasparente, incolore

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 1 mese
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Semina e incubazione
Inoculare una provetta con 0.1 ml di sospensione del germe in soluzione fisiologica
sterile e incubare a +37 °C per 7 giorni, con lettura ogni 24 ore

Lettura
Intorbidamento del terreno = esito positivo
Nessuna variazione = esito negativo

11. Test del malonato

Terreno (grammi/litro)

Estratto di lievito 1, ammonio solfato 2, potassio fosfato bibasico 0.6, potassio fo-
sfato monobasico 0.4, sodio cloruro 2, sodio malonato 3, glucosio 0.25, blu di bro-
motimolo 0.025, acqua distillata 1000

pH=6.7

Distribuire in provette a ml 5 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti

Colore del terreno = verde

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 1 mese

Semina e incubazione

Da una sospensione in soluzione fisiologica sterile si inoculano ml 0.2 in una pro-
vetta di terreno, da incubare a +37 °C per 24 ore (non oltre)

Lettura

Viraggio al blu intenso = esito positivo

Colore verde invariato = esito negativo

12. Test di decarbossilazione degli aminoacidi

Terreno base - formula di Moeller - (grammi/litro)
Peptone 5, estratto di carne 5, bromocresolporpora 0.1, rosso cresolo 0.005, piri-
dossale 0.005, glucosio 0.5, acqua distillata 1000

Aminoacidi aggiunti
Lisina, arginina, ornitina se nella forma di idrocloridrato L (+) vanno addizionate
all’ 1% rispetto al terreno base, se nella forma di idrocloridrato DL (+) al 2 %

Distribuire in provette a ml 5 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti
Colore del terreno = porpora
Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Semina e incubazione

Da una sospensione del germe in soluzione fisiologica sterile inoculare ml 0.2 per
provetta di terreno completo dell’aminoacido desiderato. Aggiungere 3 ml di olio
di vaselina sterile e incubare a +37 °C per 7 giorni

Lettura
Colore porpora (invariato) o pill intenso = esito positivo
Viraggio al giallo = esito negativo
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13. Test della mobilita

Terreno
BHI + agar allo 0.3 % in provette con tubo di Craigie distribuite a ml 5

Semina e incubazione

Inoculare con 1’ago una piccola quantita di patina colturale alla profondita di circa
1 cm nel terreno all’interno del tubo di Craigie. Incubare a +37 °C per 7 giorni con
lettura ogni 24 ore

Lettura
Intorbidamento esteso al terreno esterno al tubo di Craigie = esito positivo
Sviluppo localizzato attorno al punto di semina = esito negativo

14. Test dei tartrati e del mucato

Terreno base (grammi/litro)
Peptone 10, sodio idrato 0.1 M ml 8.5, soluzione di blu di bromotimolo* ml 12, ac-
qua distillata 1000

*Soluzione di blu di bromotimolo = blu di bromotimolo gr 1, NaOH 0.1 N ml 25,
acqua distillata ml 475

Gli acidi organici da aggiungere al terreno base sono :

- per il terreno  d-tartrato = sodio e potassio tartrato (destrogiro) all’l % sul terre-
no base

- per il terreno l-tartrato = acido tartarico (levogiro) allo 0.5 %

- peril terreno  m-tartrato = acido tartarico (inattivo) allo 0.5 %

- per il terreno  Na-citrato = sodio citrato (neutro) all’l %

- peril terreno mucato = acido mucico all’l %

pH finale = 7.4

Distribuire in provette a ml 6 e autoclavare a 121 °C per 15 minuti
Colore del terreno = blu

Conservabilita = in frigorifero a +4 °C per 3 mesi

Semina e incubazione

Da una sospensione del germe in soluzione fisiologica sterile inoculare a ml 0.2 le

provette, incubando successivamente a +37 °C per 7 giorni, con lettura ogni 24 ore

Lettura

a) giornalmente rilevare il viraggio, indice di positivita

b) al termine dell’incubazione, aggiungere ad ogni provetta ml 1 di soluzione satura
(= 50 %) di piombo acetato. Mantenere a temperatura ambiente fino a completa
sedimentazione del flocculato:

- precipitato inferiore alla meta dell’altezza del terreno nella provetta = esito positivo

- precipitato uguale o superiore alla meta dell’altezza del terreno nella provetta =

esito negativo
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AVVERTENZA

1 - Sui terreni elencati, dopo la preparazione, va effettuato il controllo di qua-
lita. Esso consistente nel seminare due provette, rispettivamente con un
ceppo a reazione positiva e con un ceppo a reazione negativa, da incubare
per i tempiprevisti per le singole prove.

Due provette non seminate vengono lasciate come controllo di sterilita.
Anche i reagenti vanno controllati per la reazione positiva e negativa.

2 -Sempre, quando si effettuano prove biochimiche, va affiancata al test una
provetta non seminata, che rimane come controllo negativo.

COLORAZIONE DI GRAM (MODIFICATA DA HUCKER)

MATERIALE

1. Soluzione - madre di cristalvioletto: cristalvioletto al 10% in alcool etilico al
95%

2. Soluzione - madre di ossalato: ammonio ossalato all’1% in acqua distillata

3. Soluzione - madre iodo-iodurata (Lugol): iodio cristalli g 1, potassio ioduro g 2,
acqua distillata ml 10

4, Miscela decolorante: alcool etilico al 95% e acetone in rapporto 1 : 1

5. Soluzione - madre del secondo colorante: fucsina basica g 0.3, alcool etilico al
95% ml 10

Le soluzioni - madre (1-2-3-5) devono essere preparate con largo anticipo (mesi)

prima dell’uso e conservate a temperatura ambiente, al buio, chiuse in recipienti di

Vetro scuro.

Dalle soluzioni - madre si preparano le soluzioni di lavoro, filtrando la quantita ne-

cessaria di soluzione - madre su carta da filtro e diluendo successivamente come

segue:

- Soluzione di lavoro di cristalvioletto: soluzione - madre di cristalvioletto ml 20 +
soluzione - madre di ossalato ml 80

- Soluzione di lavoro iodo-iodurata (Lugol): soluzione - madre iodo-iodurata ml 5
+ acqua distillata fino a ml 100

- Soluzione di lavoro del secondo colorante (fucsina): soluzione - madre di fucsina
diluita 1 : 10 in acqua distillata

METODO

A) Strisciare su vetrino. Lasciare asciugare completamente all’aria. Fissare alla
fiamma. Lasciar raffreddare.

B) Colorare con cristalvioletto per 1 minuto

C) Lavare con acqua
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D) Trattare con soluzione iodo-iodurata (Lugol) per 1 minuto
E) Lavare con acqua

F) Decolorare con alcool-acetone per 30 secondi

G) Lavare con acqua

H) Colorare con fucsina per 30 secondi

[) Lavare con acqua

J) Asciugare con carta assorbente nuova
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PREPARAZIONE DEL NEFELOMETRO DI MC FARLAND
(DA LENNETTE, 1978)

PREPARAZIONE DI SOLUZIONI TAMPONE
(DA GEIGY MANUAL, 1963)
(soluzione consigliata: tampone fosfato 1/15 M secondo Sorensen per pH da 5 a 8,2)

Soluzioni di partenza da preparare ciascuna in 1 litro di acqua distillata:

soluzione A: potassio fosfato monobasico, KH,PO, grammi 9,08
soluzione B: sodio fosfato bibasico biidrato, Na,HPO, . 2 H,O grammi 11,88

Composizione della miscela per ottenere i valori di pH desiderati : x ml A + (100 -
x) ml B
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INDICAZIONI PRATICHE PER IL LABORATORIO

NORME DI SICUREZZA IN LABORATORIO

La manipolazione di batteri potenzialmente patogeni, come le salmonelle, esige
I’osservanza scrupolosa di norme di sicurezza sul lavoro.

Le seguenti norme valgono per la sicurezza delle persone che operano all’interno
del laboratorio e servono inoltre per garantire che non vengano trasmesse contami-
nazioni al di fuori del laboratorio stesso.

11 contenuto delle seguenti pagine e desunto, in gran parte, dalle avvertenze
riguardanti la sicurezza sul lavoro e la prevenzione degli infortuni pubblica-
te nel Decreto Legislativo n° 626/94.

1 - Norme riguardanti il vestiario

¢ Indossare sempre il camice in laboratorio.

* Non uscire dal laboratorio con il camice da lavoro.

* In caso di contaminazione accidentale del vestiario, togliersi subito cid che ¢
stato inquinato e riporlo in un sacchetto di politene assieme ad un batuffolo di
cotone imbevuto di disinfettante (ad es. formaldeide soluzione acquosa al 40%);
chiudere il sacchetto e riaprirlo solo al momento di versarne il contenuto in la-
vatrice.

2 - Utilizzazione dei mezzi di protezione individuali

Si considerano mezzi di protezione individuali alcuni strumenti che consentono il
lavoro in condizioni di sicurezza. In batteriologia si tratta essenzialmente di
guanti monouso, disinfettanti, propipette, cappe.

= Guanti monouso: usarli sempre per manipolare prodotti biologici inquinanti
pericolosi.

Evitare di toccare con gli stessi guanti altri oggetti non di lavoro (ad es. il telefono,
le maniglie delle porte, ecc).
Ricordarsi di gettarli a fine lavoro nel contenitore dei rifiuti speciali.

= Disinfettanti: usarli per trattare il piano di lavoro prima e dopo le operazioni, so-
prattutto se vengono manipolati germi vivi.

In caso di versamento di materiale biologico inquinante, coprire la zona con abbon-
dante liquido disinfettante, aspettare, e poi, con i guanti, assorbire su carta e gettare
nel contenitore per rifiuti speciali.
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= Propipette: non pipettare mai a bocca.

Predisporre un sacchetto di politene a portata di mano per raccogliere le pipette ed
eliminarle tra i rifiuti speciali.

= Cappe: nel caso di trapianti di colture che contengono batteri particolarmente
pericolosi, lavorare sotto cappa di sicurezza a flusso laminare verticale.

Nota riguardante la preparazione di reagenti e soluzioni: per trattare acidi e basi
forti, oppure sostanze volatili, usufruire della cappa chimica o, in mancanza, pro-
teggersi con guanti, mascherina, occhiali protettivi in ambiente ben ventilato, pos-
sibilmente con aspirazione dell’aria (depressione).

3 - Norme da osservarsi durante il lavoro
Non si deve assolutamente assumere cibo, bere o fumare in laboratorio.

* Non abbandonare apparecchiature in funzione.

* Provvedere con dovuti accorgimenti al fine di evitare la formazione di aerosol
(che puo avvenire durante la centrifugazione, la ricostituzione di liofilizzati,
ecc).

* Identificare tutte le preparazioni da porre in frigorifero o in termostato.

4 - Norme da applicare al termine del lavoro

e [ rifiuti vanno raccolti in maniera differenziata:
- carta non inquinata: rifiuti solidi urbani;
- vetro non contaminato: contenitore per il vetro;
- ogni altro oggetto (come guanti, cotone, garze, tappi e contenitori monouso, si-
ringhe, aghi, pipette, plastica monouso): rifiuti speciali;
* Disinfettare le superfici che potrebbero essere state inquinate

= lavarsi le mani con acqua e sapone sempre al termine del lavoro e fre-
quentemente durante il lavoro stesso, e cio al fine di diminuire il rischio
di portare inavvertitamente alla bocca agenti patogeni pericolosi come le
salmonelle.

5 - Manutenzione dei laboratori

- A fine giornata pulire e disinfettare le superfici usate (banchi, pavimenti) me-
diante acqua e detersivo sanitizzante.

- A fine settimana fare lo stesso trattamento, ma generalizzato (ossia esteso a cella
frigo, termostati, ecc).

- Due volte al mese sterilizzare la cappa a flusso laminare con evaporazione di for-
malina (da 50 a 100 ml in soluzione acquosa al 50%, a seconda delle dimensio-
ni).
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CONTROLLI

- Rilevare periodicamente la carica batterica totale con tamponi superficiali o pia-
stre a contatto (situazione normale dei banchi prima dal trattamento = 50 - 100
UFC / cm2, dopo 1-10 UFC / cm?) .

- Verificare periodicamente la sterilita dell’aria nella cappa in funzione mediante
esposizione per 20 minuti di cinque piastre Petri con terreno Plate Count Agar
(PCA) e successiva incubazione a +30 °C per 72 ore.

ISTRUZIONI PER MIGLIORARE PRELIEVO, TRASPORTO E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI
PER FINI DIAGNOSTICI

La corretta gestione dei campioni da analizzare ¢ determinante per garantire la cor-
rispondenza dei risultati alla situazione del materiale esaminato.

Purtroppo succede che campioni gia prelevati si rivelino inutilizzabili per errori di
procedura commessi prima dell’arrivo al laboratorio.

Quando un prelievo di campioni e’ inutilizzabile

Per il laboratorio d’analisi un prelievo di campioni puo risultare inutilizzabile nei
seguenti casi:

natura concettualmente errata del campionamento

volume insufficiente del campione prelevato

numero insufficiente di campioni

momento in cui ¢ stato fatto il prelievo

anamnesi incompleta o inesatta

cattiva conservazione

errata spedizione

Nk W=

1. NATURA CONCETTUALMENTE ERRATA DEL CAMPIONAMENTO

L’inconveniente si puo presentare soprattutto con campioni di sangue ed organi.

SANGUE Viene prelevato per tutte le reazioni sierologiche, ma € noto che

esistono limitazioni alla validita delle prove sierologiche, in quanto

e lafase di batteriemia o di viremia ¢ di breve durata

* non sempre si formano anticorpi circolanti (per cui dalla sierologia si de-
ve passare all’isolamento dell’agente eziologico)

ORGANI Spesso fallisce il tentativo di isolare un agente patogeno da organi di

animali morti privi di lesioni.

2. VOLUME INSUFFICIENTE DEL CAMPIONE PRELEVATO

SANGUE La quantita di siero che si ottiene ¢ circa 2/5 del volume del sangue pre-
levato. Se si prelevano 2 ml di sangue, il siero ¢ sufficiente a malapena per esegui-
re una sola determinazione, anche adoperando un micrometodo.

FECI Nelle diarree sono necessari 60 - 80 g di materiale per poter eseguire pitt
ricerche.
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3. NUMERO INSUFFICIENTE DI CAMPIONI

E’ consigliato il prelievo del sangue da 4 - 6 animali in due momenti diversi (di-
stanziati tra loro 15-21 giorni) al fine di seguire la cinetica degli anticorpi sugli
stessi animali.

4. MOMENTO IN CUI E’STATO FATTO IL PRELIEVO

Prelievi precoci non consentono di evidenziare la formazione di anticorpi.

Prelievi successivi a trattamenti terapeutici anti-infettivi possono risultare sterili.
Prelievi di sangue per I’esame sierologico successivi a vaccinazioni non sempre
consentono la giusta differenziazione tra anticorpi da infezione e anticorpi vaccinali
(¢ indispensabile disporre di una esauriente anamnesi).

5. ANAMNESI INCOMPLETA O INESATTA

Puo compromettere [’esito degli esami o renderne inutilizzabile il risultato.
Ogni anamnesi (o verbale di accompagnamento) dovrebbe contenere :

a. indirizzo del proprietario

b. nome del veterinario

c. tipo di allevamento

d. numero di capi presenti

e. eta, razza, categoria degli animali colpiti

f. data probabile d’inizio della malattia

g. numero dei soggetti ammalati e dei morti

h. sintomatologia osservata

i. terapia intrapresa

1. vaccinazioni effettuate in precedenza

m. sospetto clinico

E’ errato inviare le notizie anamnestiche separatamente dai campioni o trasmetterle
telefonicamente.

I verbali devono essere redatti con cura e non risultare illeggibili (come spesso ac-
cade).

Il laboratorio non dovrebbe accettare campioni sprovvisti di verbale d’accompa-
gnamento o contenente dati incompleti.

6. CATTIVA CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Gli inconvenienti piu frequenti sono legati ai contenitori impropriamente usati, tra cui:

* uso di provette di plastica per il prelievo del sangue (nella plastica il sangue sie-
ra male)

* uso di provette di vetro senza adeguate scatole per proteggerle da rotture

* uso di sacchetti o guanti o soprascarpe di plastica per raccogliere le feci (invece
di usare gli adatti vasetti di plastica a chiusura ermetica)

* mancata conservazione a basse temperature dei campioni in genere
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- I campioni possono essere conservati refrigerati o congelati

Non si devono assolutamente congelare :

- il sangue (il congelamento provoca emolisi che compromette le analisi, come,
ad esempio, fissazione del complemento, inibizione dell’ emoagglutinazione,
immunodiffusione, sieroneutralizzazione)

- iprelievi per gli esami istologici

- icampioni per alcuni esami batteriologici

Si puo concludere che, fatta eccezione per questi pochi casi, i campioni possono es-
sere congelati. In caso di dubbio si consiglia di :

e chiedere telefonicamente istruzioni al laboratorio di destinazione

e nell’impossibilita di avere informazioni, ricorrere alla refrigerazione.

7. ERRATA SPEDIZIONE DEI CAMPIONI

Gli errori piu frequenti sono :

* imballaggio non resistente agli urti

* imballaggio non in grado di mantenere le basse temperature

* mezzo di trasporto troppo lento

* momento del conferimento sfavorevole (fine settimana, presenza di festivita e
“ponti”, da evitare soprattutto nella stagione calda)

* inoltro al laboratorio sbagliato (molte strutture diagnostiche sono articolate in
una serie di laboratori specializzati (batteriologia, sierologia, istologia, virolo-
gia, biochimica, ecc) per cui ¢ opportuno specificare nell’invio e consegnare al
posto giusto

Il miglior modo di conferire i campioni al laboratorio e’ portarli personalmente.

Si fa presente che per la spedizione di campioni a mezzo posta o corriere esistono

precise disposizioni di legge (D.M. 4/9/1996) riguardanti la sicurezza del trasporto

e 'incolumita delle persone che possono venire danneggiate in qualche modo dalla

fuoruscita di materiale pericoloso per la salute.

In pratica, per una corretta confezione dei campioni occorre utilizzare, partendo

dall’interno verso Uesterno del pacco :

* un recipiente a tenuta con tappo a vite dove introdurre il materiale prelevato

¢ del materiale assorbente, tipo cotone idrofilo o cellulosa di carta

* un sacchetto di politene sigillato

¢ ghiaccio secco oppure ghiaccio sintetico tipo ” siberin” (non a diretto contatto
con il campione)

* materiale isolante (tipo polistirolo espanso)

* una scatola esterna resistente agli urti per la spedizione, corredata, se del caso,
dal simbolo di “rischio biologico” (= tre cerchi) ben in vista

N.B. Nella confezione contenente il campione (o i campioni) € sempre opportuno
introdurre la nota anamnestica o il verbale di prelevamento, racchiusi in una bu-
sta di politene che eviti di far bagnare la carta.
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LA RICERCA DELLE SALMONELLE INSERITA
NELLA GENERALITA DELLE ANALISI BATTERIOLOGICHE
IN UN LABORATORIO DIAGNOSTICO

Scopo del presente prospetto ¢ di elencare le possibilita di allestimento di analisi
batteriologiche semplici nel laboratorio diagnostico di veterinaria.

Attualmente sono disponibili molti terreni selettivi per tentare I’isolamento di ger-
mi patogeni specifici, ma tuttavia in laboratorio per questioni di tempo e di econo-
mia si procede solo all’isolamento su pochi terreni di uso generale ed eventualmen-
te all’allestimento dell’antibiogramma.

Trattamento dei campioni

* [l materiale costituito da spurghi, essudati, pus viene raccolto con tamponi steri-
li. Una porzione di una piastra di Agar sangue viene seminata con il tampone e
successivamente con I’ansa si procede a stendere I’inoculo sulla restante porzio-
ne della piastra.

* Il materiale costituito da organi e tessuti viene bruciato esternamente con una
spatola arroventata e quindi sezionato con un bisturi sterile. Un frammento del
campione viene quindi strisciato sulla superficie di una o piu piastre di Agar
sangue con I’aiuto di una pinza sterile, in modo da ottenere colonie staccate.

e ]I latte esaminato per le mastiti viene seminato direttamente su terreno selettivo
per gli streptococchi (come il TKT) e su terreno selettivo per gli stafilococchi
(come il terreno di Baird-Parker oppure il Mannitol Salt Agar; per le salmonelle
la semina viene fatta in terreno d’arricchimento, tipo Brodo tetrationato o Brodo
selenito).

* Le urine vengono centrifugate e un’ansata del sedimento viene seminata per
striscio su una piastra di Agar sangue.

* Le feci vengono risospese, se necessario, in soluzione fisiologica sterile (circa 1
gr in 5-10 ml) e dalla sospensione si semina un’ansata su almeno due piastre di
Agar sangue in modo da ottenere colonie staccate e su una piastra di un terreno
selettivo per batteri gram-negativi (Mac Conkey agar oppure Gassner agar o
Verde Brillante agar) e inoltre si semina circa 1 ml in una provetta contenente
10 ml di terreno di arricchimento per salmonelle (come il Brodo tetrationato o il
Brodo selenito). Le provette di arricchimento vengono incubate a +37°C per 18-
24 ore e quindi trapiantate in terreno selettivo solido (Gassner agar, Verde Bril-
lante agar ecc.) da incubare a +37°C per 24 ore.

Sia nel caso del tampone che nel caso del frammento di tessuto, dopo lo striscio su
Agar sangue si introduce il campione medesimo in una provetta di terreno liquido
(ad es. Brodo BHI).

Le piastre di Agar sangue vengono incubate a +37°C per 24-48 ore in aerobiosi o in
microaerofilia (termostato con il 5+10% di CO,) se si sospettano brucelle, Campy-
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lobacter, Actinobacillus pleuropneumoniae, portando il tempo d’incubazione a 96
ore prima di scartare le piastre.

Nel caso di ricerca di germi anaerobi (bacilli e clostridi) le piastre di Agar sangue
vengono poste per 48 ore in una giara per anaerobiosi da incubare in termostato a
+37 °C. Come terreno liquido si usa, al posto del Brodo BHI, il terreno liquido
CMM o il Brodo tioglicolato, con incubazione per 48 ore a +37°C in termostato
normale.

Le provette di Brodo BHI vengono incubate a +37°C per 48 ore prima di essere
piastrate su Agar sangue, da incubare come nel caso delle piastre seminate diretta-
mente col campione.

Gli schemi seguenti 1 e 2 (secondo CARTER) possono risultare utili per riassume-
re le procedure routinarie di semina dei campioni per la coltura dei microrganismi:

Schema operativo 1 - Semina dei campioni clinici secondo il protocollo di
CARTER
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Schema operativo 2 - Terreni batteriologici per gli esami diagnostici e metodi
di incubazione (secondo CARTER)

NOTA (relativa agli schemil e 2)

*** Tamponi semplici da seminare dopo il prelievo nel piu’ breve tempo possibile
(o da trasportare refrigerati a +2/+4 °C per non pit’ di 18 ore) oppure tamponi
con terreno di trasporto (con o senza carbone) conservabili per lo stesso periodo an-
che a temperatura ambiente.

Esame microscopico diretto

E applicabile al materiale in esame previa colorazione di strisci allestiti estempora-

neamente.

Le colorazioni pili impiegate sono:

* GRAM per i batteri gram-positivi (tra cui stafilococchi, streptococchi, clostridi,
ecc) e per i batteri gram-negativi

e ZIEHL-NEELSEN per i batteri alcool-acido resistenti (micobatteri, Nocardia)

e LATTOFENOLO-COTTON BLUE per i funghi

Lettura delle colture seminate

Le piastre delle colture primarie vanno incubate generalmente a +37°C
per 24+48 ore o piu (per i germi esigenti) ed eliminate in quest’ultimo
caso dopo un’incubazione di 4 giorni.

Poche specie patogene possono essere riconoscibili dalle piastre seminate col campione.
Tra queste si citano gli stafilococchi (che presentano colonie beta-emolitiche) e gli
streptococchi, la cui caratteristica disposizione a catena ¢ perd non sempre ricono-
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scibile dalle colonie su terreno solido (pertanto ¢ necessaria una sub-coltura in bro-
do BHI seguita da un nuovo esame microscopico).

Tra i corynebatteri, il C. pyogenes ¢ beta-emolitico, forma piccole colonie simili a
quelle degli streptococchi in 48 ore, al Gram si presenta come un bastoncino Gram-
positivo pleomorfo disposto a palizzata.

Il germe del malrosso (Erysipelothrix insidiosa) forma colonie piccolissime cir-
condate da un alone di emolisi verdastra, che diviene chiara e completa dopo ulte-
riore incubazione. Puo aiutare il trapianto in Kligler, da incubare 3+4 giorni a
+37°C per osservare becco e fondo giallo, idrogeno solforato +

Tra i Gram-negativi sono individuabili Pasteurella, Salmonella, Escherichia coli,
Proteus, Pseudomonas.

La P. multocida ¢ un piccolo cocco-bacillo, immobile, con odore caratteritico, non
cresce su Mac Conkey, indolo+.

La P. haemolytica da’ colonie beta-emolitiche, ¢ immobile ,cresce su Mac Conkey,
¢ indolo-

I germi enterici sono identificabili in via presuntiva per il colore delle colonie sui
terreni selettivi usati (ad es. colonie gialle su Gassner) e poi mediante il terreno di
Kligler, sul quale presentano alcune reazioni biochimiche (gas, idrogeno solforato,
fermentazione del glucosio e/o lattosio.

Per la Salmonella si ricorre all’agglutinazione su Kligler con un siero polivalente.

E opportuno ricordare che per avere un’identificazione affidabile dei vari micror-
ganismi (tra cui quelli finora citati) ¢ necessaria la fase di trapianto delle colonie
sospette dalle piastre delle colture primarie e la successiva identificazione biochi-
mica completa, adoperando appositi terreni e metodi miniaturizzati specifici.

I passaggi usualmente seguiti nell’isolamento e identificazione dei batteri partendo
da materiale clinico sono riassunti come segue:
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AUTOCONTROLLO, HACCP E SALMONELLE
Impiego del laboratorio per la realizzazione dei programmi

L’autocontrollo

La prassi dell’autocontrollo ¢ stata regolamentata in Europa da due direttive
(93/43/CEE e 96/3/CE) recepite in Italia dal D.L. 26 maggio 1997 n. 155.
Tra le analisi microbiologiche che piu frequentemente ricorrono nell’ambito del-
I’autocontrollo figura la ricerca dei germi patogeni e, in primo luogo, delle salmo-

nelle.

A questo proposito sono stati elaborati piani completi per migliorare il livello di si-
curezza contro gli inquinamenti da Salmonella. Si riporta qui di seguito, come
esempio, un programma d’autocontrollo per un’azienda che tratta carni suine:

Esempio di autocontrollo aziendale - Carni suine lavorate

FASI DEL
CONTROLLO

MATERIA PRIMA
(carne)

AMBIENTE
(attrezzature)

PRODOTTO
FINITO

N° campioni da

5 alla settimana,

5 alla settimana

5 alla settimana

suggeriti in caso
di risultato
sfavorevole

destinato ai cotti

condizioni e dei
sistemi di
trattamento
igienico-sanitario
dei locali e delle
macchine

esaminare fino a esaminare 5
volte tutti i fornitori
Metodo ELISA o altro Piastre a contatto* | ELISA o altro metodo
consigliato metodo rapido rapido
Ricerca salmonelle carica batterica salmonelle
(CBT)
Scopo delle allontanamento dei | verifica efficacia controllo situazione delle
analisi fornitori peggiori delle pulizie e partite di cotti e crudi
(quelli con piu di un | disinfezioni appena finite
positivo su 5
controlli)
Durata fermo 48 ore 24 ore 48 ore
carni in attesa
esito esami
Risultato presenza CBT > 10 colonie presenza salmonelle in 25
sfavorevole in salmonelle in 25 Su una piastra grammi
caso di grammi
Provvedimenti lotto carne revisione delle 1. cotti = ritiro, distruzione;

2. crudi non soggetti a
stagionatura = ritiro;
trasformazione nei cotti;

3. crudi da stagionare =
secondo controllo dopo
30 giorni su 5 campioni.
Se positivo anche un
solo campione =
distruzione.

* Due piastre al termine del lavaggio-sanitizzazione su ciascuna delle 5 seguenti posizioni:

tavoli disosso, nastri

trasportatori, marne, trimmer, insaccatrice.
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L’ Haccp
Considerazioni generali

Haccp significa “analisi dei rischi e controllo dei punti critici”. E’ un programma
di autocontrollo che garantisce la sicurezza nell’industria. Un programma ¢ un pia-
10 Messo in azione.

L’Haccp ¢ nato in Gran Bretagna intorno al 1950 ed ¢ stato sviluppato in occasione
della costruzione delle centrali nucleari per garantirne il funzionamento per 200 an-
ni senza guasti e dalla NASA per ridurre i rischi di malattie alimentari negli equi-
paggi durante le missioni nello spazio. Ha fatto seguito alle “good manufacturing
practices” (GMP), che erano linee-guida per migliorare le produzioni. Con
I’Haccp, le procedure di controllo sono dirette a specifiche operazioni, che sono
cruciali per assicurare la sicurezza del prodotto.

Gli effetti della contaminazione vengono quantificati.

1l concetto dell’Haccp ed i suoi sette punti fondamentali

Materie prime
Schema dellimpianto
Composizione del prodotto
Confezione
Magazzinaggio e distribuzione
Preparazione del consumatore

- patogeni
HACCP - contaminanti chimici
- corpi estranei

Analisi dei rischi
Determinazione dei CCPs*
Specificazione dei criteri
Implementazione dei controlli
Azioni correttive
Verifiche
Documentazione
* CCPs = Critical Control Points (punti critici da controllare)

La formulazione di un programma

Qualsiasi programma Haccp si articola in sei punti:

1) il programma deve essere scritto;

2) di esso va reso partecipe tutto il personale dell’azienda;
3) va steso un piano dei rischi e degli interventi di controllo;
4) la precedenza tocca all’addestramento del personale;
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5) vanno investigati gli incidenti avvenuti e riviste le correzioni fatte;
6) il programma va continuamente aggiornato.

Il responsabile dell’intero procedimento ¢ una figura nuova, 1’assicuratore della
qualita (Quality Assurance, QA), che opera a stretto contatto con la direzione
aziendale.

Nel campo delle produzioni alimentari - dove piu interessante si fa il discorso di
“sicurezza sinonimo di qualita” - I’avvento dell’Haccp ha messo in crisi I’ utilita del
solo controllo analitico fatto a fine ciclo produttivo per verificare la sicurezza delle
partite.

Difatti I’Haccp previene la necessita dei controlli finali di produzione. Per questo
motivo ha incontrato resistenza in molti ambienti, a cominciare dalle istituzioni go-
vernative di vigilanza, che accusavano I’Haccp di sostituirsi alle ispezioni. Comun-
que I’Haccp ¢ entrato a far parte del progresso industriale, che si propone di rag-
giungere la cosiddetta “qualita totale” di produzione (Total Quality Management,
TQM), cio¢ uno stato di difetti a livello zero, in modo da essere certi di soddisfare
sempre i clienti.

In America ¢ stata stilata dal Ministero dell’ Agricoltura (USDA) una lista di azioni

obbligatorie per mettere in pratica I’Haccp nella preparazione degli alimenti. I “co-

mandamenti” sono i seguenti:

1) stabilisci quali sono i pericoli che possono arrivare dalle materie prime naturali,
dalla loro trasformazione industriale, dal commercio e dal consumo;

2) scegli i punti critici sul percorso che possono far “vedere” il pericolo (Critical
Control Points, CCP);

3) fissa con dei numeri il livello massimo di pericolo che si puo tollerare in questi
punti della produzione;

4) stabilisci un metodo per valutare il pericolo;

5) prepara le misure correttive contro ogni evento sfavorevole;

6) adotta un protocollo di registrazione di tutto quanto viene fatto;

7) trova un metodo per controllare i controllori.

L’Haccp non ¢ una novita. Alcuni popoli proibivano la carne suina per assicurarsi il
livello zero di rischio contro I’infestazione da trichine. Ecco alcuni esempi per
chiarire meglio il concetto.

Alimento: il latte pasteurizzato; pericolo: i germi patogeni; punti critici da control-
lare: la pasteurizzazione (da fare a 62,5 °C per 30 minuti) e la conservazione in fri-
gorifero (da mantenere sotto gli 8 °C).

Alimento: la maionese; pericolo: la Salmonella; punti critici da controllare: 1’acidi-
ficazione (che deve raggiungere pH <4,1).

Alimento: cibi in scatola; pericolo: il botulino; punti critici da controllare: la steri-
lizzazione (che deve arrivare a 140 °C per 3 minuti).

Per definire i punti critici di una produzione (come ¢ stato fatto a proposito degli
alimenti citati nell’esempio) € necessario mettere per iscritto tutto il percorso della
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fabbricazione di quel prodotto (si dice costruire il diagramma di flusso) e tutto cio
che ruota attorno a quell’alimento (ad esempio, costruzione dei locali, attrezzature
necessarie, manutenzione delle macchine, pulizia e disinfezione degli impianti,
ecc).

Ogni diagramma di flusso sara affiancato, passo a passo, da una specifica dei peri-
coli che minacciano le varie fasi di produzione dell’alimento, che comunque sono
sempre quattro: formulazione, realizzazione, commercializzazione, post-vendita.

A proposito di quest’ultima fase, va detto che il fabbricante dovra preoccuparsi di
“anticipare” dei rimedi per annullare eventuali errori commessi dopo la produzione
(ad esempio, gli abusi di temperatura subiti dal prodotto nei banchi frigoriferi del
supermercato o a casa dell’acquirente).

Un obiettivo dell’Haccp ¢ trovare i parametri minimali (temperatura, pH, umidita,
contaminazione batterica o chimica, ecc) che possano garantire, in ogni caso, la si-
curezza del prodotto.

Un esempio ¢ fornito dalla valutazione del rischio batteriologico. Si sa che le sal-
monelle contaminano il 40% dei polli e che la dose infettante per I’'uomo ¢ media-
mente di 100.000 salmonelle. Pertanto, con questi dati, si decide che la carne di
pollo, per entrare nella composizione di un alimento sicuro, non dovra avere piu di
10 salmonelle per grammo.

Analogamente, per proteggere dalla moltiplicazione batterica una maionese, occor-
rera perlomeno un pH inferiore a 4,1 sapendo che la temperatura di 7,5 °C, neces-
saria per inibire le salmonelle, non potra essere assicurata.

Considerazioni di questo tipo devono essere fatte per un gran numero di parametri da
tenere sotto controllo: sanitizzazione delle superfici, malattie del personale, pasteuriz-
zazione o sterilizzazione, grado termico delle celle frigo, ecc).

Tutto quanto concerne la produzione va documentato e cio che non dipende diretta-
mente dal produttore (ad esempio, forniture esterne, procedimenti affidati in conto
terzi) deve essere certificato da chi ha preso comunque parte alla nascita del prodotto.
Per questo si dice che I’'Haccp € un contenitore molto complesso di azioni mirate al
corretto funzionamento della filiera produttiva. Si tratta cio¢ di un programma che
controlla la catena di montaggio e che esime, almeno in parte, dal verificare i “pez-
zi” che ne escono, perché questi, date le premesse, “devono” nascere necessaria-
mente privi di difetti (livello zero) cioe con il pregio della qualita.

1l parametro Salmonella

In contraddizione con quanto sopra esposto, bisogna tenere in conto che il livello
zero non esiste in microbiologia ed in chimica, essendoci sempre la possibilita di
una contaminazione minima residua, peraltro non pericolosa.

Dalla seguente classifica si vede che alcune specie microbiche sono patogene anche
a livelli modesti, mentre altre richiedono presenze pili massicce. Di conseguenza,
sono stati proposti degli standard di qualita riguardanti la contaminazione batterica
tollerabile, ad esempio, nelle materie prime da acquistare per produrre alimenti.
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BATTERI

Salmonella anatum
Salmonella bareilly
Salmonella derby
Salmonella meleagridis
Salmonella newport
Salmonella pullorum
Salmonella typhi

Staphylococcus aureus
Clostridium perfringens
Bacillus cereus
Campylobacter jejuni

NUMERO CELLULE PER DOSE
PATOGENA
10°-10°
10°- 10°
10’
10’
10°
10°-10"°
10* - 10°

10°-10°
10°- 10’

34 x10*-9,5x 10®
5 x 102

NUMERO TOLLERABILE DI

MICRORGANISMI PER GRAMMO

<10
<10
<10
<10
<10
<10
<10

<102
<10?
<10?
<1
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ALCUNE NORME LEGISLATIVE RIGUARDANTI
LE SALMONELLE E LE SALMONELLOSI

NORME SULL’UOMO

Circolare del Ministero della Sanita n. 65 del 18 agosto 1983

Revisione della Circolare n. 56 del 1975 “Disposizioni in materia di periodi
contumaciali per esigenze profilattiche”

Salmonellosi

Malato = nei casi che richiedano ricovero ospedaliero, isolamento fino alla negati-
vita di almeno tre coprocolture eseguite ad intervalli di almeno 24 ore dopo la gua-
rigione clinica.

La prima coprocoltura sara eseguita almeno tre giorni dopo la fine dell’eventuale
trattamento antimicrobico.

In caso di persistente positivita delle tre coprocolture, il soggetto dimesso sara sot-
toposto a sorveglianza sanitaria fino a negativizzazione . Per gli addetti a particolari
attivita lavorative (personale di assistenza sanitaria e alimentaristi), sospensione
dalle attivita lavorative a giudizio dell’ Autorita Sanitaria e sorveglianza sanitaria fi-
no a negativizzazione.

Conviventi = a rischio, sorveglianza sanitaria per almeno 7 giorni a partire dall’ulti-
mo contatto con il malato. Coprocoltura. Se positivi, vengono considerati malati.

D.M. 15 dicembre 1990
Sistema informativo delle malattie infettive e diffusive

Modalita di notifica di alcune malattie infettive e diffusive

Il medico che nell’esercizio della sua professione venga a conoscenza di un caso di

qualunque malattia infettiva e diffusiva o sospetta di esserlo, pericolosa per la salu-

te pubblica, deve comunque notificarla all’autorita sanitaria competente. Per le se-
guenti malattie infettive e diffusive la predetta autorita ¢ tenuta a comunicare le in-
formazioni secondo le seguenti modalita.

Classe seconda. Malattie rilevanti perché ad elevata frequenza e/o passibili di inter-

venti di controllo:

21. febbre tifoide

34. salmonellosi non tifoidee

Modalita di notifica

Deve essere osservato il seguente flusso informativo:

1. segnalazione all’unita sanitaria locale, dal parte del medico, per le vie ordinarie
entro due giorni dell’osservazione del caso;

2. per i casi rispondenti ai criteri definiti e riportati nelle istruzioni del modello 15,
compilazione ed invio dello stesso modello individuale di notifica dall’unita sa-
nitaria locale alla regione e da questa all’ISTAT ed al Ministero per le vie ordi-
narie. Alla regione devono essere inviate da parte dell’unita sanitaria locale, ol-
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tre ai modelli individuali, anche i dati aggregati mensilmente, suddivisi per fa-
sce di eta e sesso (modello 16);

3. compilazione ed invio dei riepiloghi mensili, suddivisi per provincia, fasce d’e-
ta, sesso, da regione a Ministero, ISS, ISTAT per le vie ordinarie (mod. 16-bis).

D.L. 19 settembre 1994 n. 626

Attuazione delle direttive 89/391/CEE, 89/654/CEE, 89/655/CEE, 89/656/CEE,

90/269/CEE, 90/270/CEE, 90/394/CEE e 90/679/CEE riguardanti il migliora-

mento della sicurezza e della salute dei lavoratori sul luogo di lavoro.

Art. 75

Classificazione degli agenti biologici

1. Gli agenti biologici sono ripartiti nei seguenti quattro gruppi a seconda del ri-
schio di infezione:

b) agente biologico del gruppo 2: un agente che pud causare malattie in soggetti
umani e costituire un rischio per i lavoratori; & poco probabile che si propaghi
nella comunita; sono di norma disponibili efficaci misure profilattiche o tera-
peutiche.

Salmonella arizonae

Salmonella enteritidis

Salmonella typhimurium

Salmonella paratyphi A, B, C*

Salmonella (altre varieta sierologiche)

c) agente biologico del gruppo 3: un agente che puo causare malattie gravi in sog-
getti umani e costituisce un serio rischio per i lavoratori; I’agente eziologico pud
propagarsi nella comunita, ma di norma sono disponibili efficaci misure profi-
lattiche o terapeutiche.

Salmonella typhi *

*Vaccino efficace disponibile

Circolare del Ministero della Sanita n. 4 del 13 marzo 1998

Incubazione di alcune malattie infettive

Febbre tifoide = giorni di incubazione, 3-90; periodi piu frequenti, 7-21
Salmonellosi non tifoidee = giorni di incubazione, 0-3; periodi piu frequenti, 0-2

Decreto 12 novembre 1999

Modificazioni all’allegato XI del DIgs 19 marzo 1996 n. 242, concernente:
“Modifiche ed integrazioni al Digs 19 settembre 1994, n. 626, recante attuazio-
ne di direttive comunitarie riguardanti il miglioramento della sicurezza e della
salute dei lavoratori sul luogo di lavoro”.

Allegato XI

Nuovo elenco degli agenti biologici classificati.
Batteri ed organismi simili.
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Agente biologico Classificazione Rilievi

Salmonella arizonae 2

Salmonella enteritidis 2

Salmonella typhimurium 2

Salmonella paratyphi A, B, C 2 \Y
Salmonella typhi 3 () V
Salmonella 2

(altre varieta sierologiche)

(**) = agenti che possono comportare un rischio limitato perché normalmente non sono veicolati
V = vaccino efficace disponibile.

NORME SUGLI ANIMALI
NORME GENERALI

D.P.R. 8 febbraio 1954 n. 320

Regolamento di Polizia Veterinaria

Art. 1 - Le malattie degli animali per le quali si applicano le disposizioni del pre-
sente regolamento sono quelle a carattere infettivo o diffusivo. Si considerano tali
le seguenti:

17. salmonellosi delle varie specie animali.

Art. 2 - Qualunque caso, anche sospetto, di malattia infettiva e diffusiva degli ani-

mali di cui all’art.1, ad eccezione di quelle contemplate ai numeri 25 e 26, deve es-

sere immediatamente denunciato al Sindaco che ne da subito conoscenza al Veteri-
nario Comunale.

Sono tenuti alla denuncia:

- 1 veterinari comunali e consorziali che comunque siano venuti a conoscenza di ca-
si di malattia infettiva e diffusiva;

- 1 veterinari liberi esercenti;

- 1 proprietari e i detentori di animali anche in temporanea consegna ed a qualsiasi
titolo;

- gli albergatori, i conduttori di stalle di sosta e di pubbliche stazioni di monta e gli
esercenti delle mascalcie.

La denuncia ¢ obbligatoria anche per qualunque nuovo caso di malattia o di morte

improvvisa che si verifica entro otto giorni da un caso precedente non riferibile a

malattia comune gia accertata.

Sono tenuti altresi alla denuncia:

- 1 presidi delle Facolta di medicina veterinaria, i direttori degli Istituti zooprofilat-
tici sperimentali nonché di ogni altro Istituto sperimentale a carattere veterinario,
limitatamente alle malattie accertate nei rispettivi istituti e laboratori;

- 1 direttori degli Istituti zootecnici, i direttori degli Istituti di incremento ippico
(D.P.R. 7.12.1959 n. 1378), I’autorita militare cui sono affidati animali per i servi-
zi dell’Esercito e le Commissioni militari di rimonta e di rivista per la requisizio-
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ne quadrupedi, per i casi di cui vengono a conoscenza nell’esercizio del loro ufficio;

- le autorita portuali marittime, i direttori degli aeroporti civili, i capi stazione delle
ferrovie e delle tramvie e le imprese esercenti trasporti per via lacuale, fluviale e
con autoveicoli, per i casi di malattia, dei quali sono venuti a conoscenza, verifi-
catisi durante il carico e lo scarico o lungo il viaggio e per i casi di morte non
conseguenti a cause accidentali;

- 1 funzionari e le guardie di pubblica sicurezza, i carabinieri, le guardie di finanza,
le guardie forestali, gli agenti al servizio delle provincie e dei comuni e le guardie
dell’Ente per la protezione degli animali.

Art. 122 - Nei casi di salmonellosi degli animali il Sindaco adotta, in tutto o in par-
te, i provvedimenti seguenti in conformita del disposto dell’art. 10 del presente re-
golamento:

a. isolamento e sequestro degli animali infetti;

b. accurate disinfezioni delle stalle e particolarmente delle poste occupate dagli
animali infetti, distruzione dei feti e degli invogli fetali ed idoneo trattamento
delle deiezioni;

c. rigorose norme igieniche per I’alimentazione, il governo e la mungitura degli
animali;

d. il divieto di monta degli animali infetti;

e. il divieto di consumo di latte prodotto dagli animali infetti se non previamente
risanato secondo le istruzioni da impartirsi di volta in volta.

Il sequestro ¢ tolto, di norma, dopo la guarigione dell’animale ammalato, ma puo

essere mantenuto sino alla macellazione nel caso che I’animale risulti eliminatore

di salmonelle patogene per I’'uomo. Il Sindaco deve segnalare tempestivamente al

Direttore del macello di destinazione I’inoltro degli animali infetti.

Art. 123 - Le carni dei conigli, le carni e le uova dei volatili affetti da salmonellosi
devono essere distrutte ai sensi dell’art. 10, lettera f), del presente regolamento.

Per le matasalmonellosi (tifosi aviare e pullorosi) valgono le disposizioni indicate
per le malattie del pollame nel successivo Capo XX VIII.

D.M. 172/94

Regolamento di esecuzione della Legge n. 30/91 “Disciplina della riproduzione

animale”

Requisiti sanitari per la raccolta dello sperma.

1. Lo sperma deve provenire da animali che:

f) abbiano soggiornato presso centri di produzione dello sperma che siano rimasti
indenni nel periodo, compreso fra 30 giorni prima della raccolta e 30 giorni do-
po la raccolta, dalle seguenti malattie:

equini: salmonellosi (S. abortus-equi)

D.P.R. 30 novembre 1998 n. 497

Norme di attuazione delle direttive 92/117/CEE e 97/22/CE relative alle misure
di protezione dalle zoonosi specifiche e alla lotta contro agenti zoonotici speci-
fici negli animali e nei prodotti di origine animale.
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In sintesi, il contenuto del decreto, che fa seguito ad una Circolare della Regione
Emilia-Romagna del 1994 e si collega al successivo decreto ministeriale n. 339, ri-
guarda in dettaglio il settore avicolo ed ¢ schematicamente riportato come segue:

Piano di controllo per allevamenti di riproduttori, contenuto nel testo di linee gui-
da regionali, nella Circolare Regionale RER (Regione Emilia-Romagna) n.
42/1994, nel D.P.R. 30 novembre 1998 n. 497 e nel D.M. 26 settembre 2000 n.

339

Fase di produzione

Prelievi

Tipo di prelievo (se ufficiale o
autocontrollo)

B.1 Pulcini di un giorno

B.1 Pulcini di 7-10 giorni

10 maschi e 20 femmine
scelti fra soggetti morti o
di scarto

10 soggetti in buono stato
per la ricerca dei residui
Soggetti morti in caso di
positivita alla ricerca dei
residui o di mortalita
anomala

Ufficiale

N.B. Il prelievo va
effettuato in due aliquote
se ftrattasi di animali
provenienti da Stati
membri o da paesi terzi

B.2 Pollastre di 4
settimane

B.3 Due settimane prima
della deposizione

20-60* campioni di feci di
almeno 1 grammo pre-
levati in punti diversi del
reparto di allevamento e i
morti del giorno

come per B.2

Autocontrollo

B.4 In deposizione d’uova
conferite ad incubatoi con
capacita superiore a 1000
uova

B.4 In deposizione d’uova
conferite ad incubatoi con
capacita inferiore a 1000
uova

50 embrioni a termine
morti in guscio per ciascun
allevamento ogni 15 giorni
20-60 campioni di feci e
soggetti morti, almeno 2
volte per ciclo di de-
posizione

Come per B.2, ogni 15
giorni

Come per B.2, ogni 8
settimane

Autocontrollo

Ufficiale

Autocontrollo

Ufficiale

B.5 A fine ciclo, prima
della macellazione

30 animali, scelti casual-
mente

Autocontrollo
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B.6 Conferma in caso di|20-60 galline, divise in | Ufficiale
positivita all’autocontrollo | partite di 5

B.6 In caso di trattamento | 20-60 campioni di feci, do-
con antibiotici e/o esclu- | po il trattamento, da pre-
sione competitiva levare nuovamente dopo
15 giorni

D.M. 26 settembre 2000 n. 339

Regolamento recante norme di attuazione delle misure minime di cui all’alle-
gato III, sezione I, del Decreto del Presidente della Repubblica 30 novembre
1998, n. 497

Art. 1

1. Le regioni e le provincie autonome di Trento e di Bolzano provvedono all’attua-
zione delle misure di cui all’allegato III, sezione I, del Decreto del Presidente della
Repubblica 30 novembre 1998, n. 497, concernente la sorveglianza ed il controllo
della salmonella nei gruppi di riproduzione di pollame del genere Gallus, specie
gallus, con le modalita previste dal presente regolamento.

Art. 4

1. Il proprietario o il responsabile dello stabilimento o dell’incubatoio ai fini dell’e-
spletamento dell’autocontrollo previsto dall’allegato III, sezione I, del Decreto del
Presidente della Repubblica 30 novembre 1998, n. 497 predispone il relativo piano,
da tenere a disposizione del servizio veterinario dell’azienda unita sanitaria locale
competente, nel quale deve essere indicato anche il nominativo del veterinario re-
sponsabile dell’autocontrollo.

2. 1l piano deve contenere almeno le misure e le modalita minime di espletamento
previste dall’allegato III del Decreto del Presidente della Repubblica 30 novembre
1998, n. 497, e indicare il laboratorio in cui sono effettuati gli esami relativi all’au-
tocontrollo per I’isolamento e I’identificazione delle salmonelle.

Art. 7

1. In caso di isolamento e identificazione di salmonella enteritidis o di salmonella
typhimurium in uno stabilimento, 1’autorita competente provvede ad esperire un’in-
dagine epidemiologica tesa ad individuare gli stabilimenti, gli incubatoi o gli edifi-
ci eventualmente collegati epidemiologicamente con I’impianto o edificio infetto,
dandone comunicazione, qualora questi non siano situati nel territorio di propria
competenza, alle aziende unita sanitarie locali competenti.

Art. 8

1. Se in seguito all’effettuazione del piano di autocontrollo di cui all’articolo 4 so-
no isolate e identificate salmonelle diverse dalla salmonella enteritidis e dalla sal-
monella typhimurium il proprietario o il responsabile dello stabilimento segnala ta-
le presenza al servizio veterinario dell’azienda unita sanitaria locale.
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NORME SUGLI ALIMENTI

NORME GENERALI

Legge 30 aprile 1962 n. 283
Disciplina igienica della produzione e della vendita delle sostanze alimentari e
delle bevande (modificata dalla legge 26.2.1963 n. 441).

Art. 5 - E’ vietato impiegare nella preparazione di alimenti e bevande, vendere, de-

tenere per vendere o somministrare come mercede ai propri dipendenti, o comun-

que distribuire per il consumo, sostanze alimentari:

d) insudiciate, invase da parassiti, in stato di alterazione o comunque nocive ovve-
ro sottoposte a lavorazioni o trattamenti diretti a mascherare un preesistente sta-
to di alterazione.

D.L. 3 marzo 1993 n. 123
Attuazione della direttiva 89/397/CEE relativa al controllo ufficiale dei prodot-
ti alimentari.

Art. 11 - In caso di riscontro di frode tossica o di prodotti alimentari nocivi o peri-

colosi per la salute pubblica, il responsabile del laboratorio che ha eseguito I’ac-

certamento analitico ovvero I’organo di controllo che ha eseguito I’ispezione, fer-

ma restando la immediata comunicazione all’autorita giudiziaria, provvede a comu-

nicare entro le 24 ore, alle regioni ed alle provincie autonome, al sindaco ed al pre-

fetto territorialmente competenti, anche ai Ministeri della Sanita e dell’ Agricoltura

e delle foreste le seguenti notizie:

a) le informazioni che permettono di identificare il prodotto, il numero di lotto, il
fabbricante o il distributore ovvero entrambi;

b) i risultati di qualsiasi accertamento di laboratorio o di altra informazione che
permettono di valutare 1’entita del rischio per la salute.

CARNI

D.P.R. 18 aprile 1994 n. 286

Attuazione delle direttive 91/497/CEE e 91/498/CEE concernenti problemi
sanitari in materia di produzioni ed immissione sul mercato di carni fresche.
Art. 9 = Esclusione dal consumo umano

Sono dichiarate non idonee al consumo umano le carni provenienti da animali non
sottoposti a visita ante mortem e ispezione post mortem nonché le carni provenienti
da animali affetti da una delle seguenti malattie:

h) salmonellosi acuta.

D.P.R. 3 agosto 1998 n. 309
Regolamento recante norme di attuazione della direttiva 948/65/CEE relativa
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ai requisiti applicabili all’immissione sul mercato di carni macinate e di prepa-
razioni di carni.

Carni macinate = Salmonella: assenza in 10 grammi, n=5, c¢=0.

Preparazioni di carni = Salmonella: assenza in 1 grammo, n=5, c=0.

D.P.R. 10 dicembre 1997 n. 495

Regolamento recante norme di attuazione della direttiva 92/116/CEE che mo-

difica la direttiva 71/118/CEE relativa a problemi sanitari in materia di produ-

zione e immissione sul mercato di carni fresche di volatili da cortile.

30. Fatte salve le prescrizioni del D.P.R. 3 dicembre 1992 n. 558, la macellazione ai
fini del consumo umano deve essere vietata qualora siano state accertate le ma-
nifestazioni cliniche delle seguenti malattie:

b) salmonellosi.
Il veterinario ufficiale pud autorizzare, su richiesta del proprietario dei volatili o del
suo mandatario, la macellazione alla fine delle normali operazioni di macellazione
se sono state prese precauzioni per ridurre al massimo i rischi di propagazione dei
germi nonché per pulire e disinfettare gli impianti dopo la macellazione; le carni
provenienti da tale macellazione devono essere manipolate come carni non idonee
al consumo umano.

Circolare n. 3 del 9 marzo 1998

Linee di indirizzo e coordinamento per la produzione e commercializzazione
delle carni di uccelli corridori (ratiti) ai sensi del D.P.R. 30 dicembre 1992 n.
559

9. Ispezioni sanitarie ante-mortem

9.3 GIli animali che risultano affetti da una delle malattie di cui al punto 9.3 lettere
a) e b) non possono essere macellati a scopo alimentare umano. Gli animali stessi
sono sottoposti ad ispezione sanitaria post-mortem accurata e integrata, se il veteri-
nario lo ritenga necessario per conferma, da un esame batteriologico appropriato e
dalla ricerca di residui di sostanze aventi azione farmacologica.

11. Decisioni del veterinario ufficiale all’atto della visita sanitaria post-mortem

11.1 Sono dichiarate totalmente non idonee al consumo umano le carni dei ratiti la
cui ispezione sanitaria post-mortem abbia rivelato uno dei seguenti reperti:

- malattie infettive a carattere generalizzato e localizzazioni croniche in organi o
parti della carcassa sostenute da microrganismi patogeni trasmissibili all’uomo.

PRODOTTI ITTICI

D.L.vo 30 dicembre 1992 n. 530

Attuazione della direttiva 91/492/CEE che stabilisce le norme sanitarie appli-
cabili alla produzione e commercializzazione dei molluschi bivalvi vivi.
Allegato A - I molluschi bivalvi vivi destinati al consumo umano diretto devono
soddisfare ai seguenti requisiti:

c) essere privi di salmonelle in 25 grammi di polpa
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Decreto 31 luglio 1995

Metodi di analisi per la determinazione dei coliformi fecali, di Escherichia coli,
delle salmonelle, delle biotossine algali PSP (Paralytic Shellfish Poison), delle
tossine DSP (Diarrethic Shellfish Poison), del mercurio e del piombo nei mollu-
schi bivalvi.

LATTE E DERIVATI

D.P.R. 14 gennaio 1997 n. 54
Regolamento recante attuazione delle direttive 92/46 e 92/47/CEE in materia
di produzione e immissione sul mercato di latte e di prodotti a base di latte.
Criteri microbiologici relativi ai prodotti a base di latte ed al latte alimentare
A. Criteri microbiologici per alcuni prodotti a base di latte alla loro uscita dallo sta-
bilimento di trasformazione:
Criteri obbligatori e germi patogeni

Tipo di germe Prodotti Valori (ml/g)
Salmonelle Tutti, salvo il latte in polvere Assenzain 25g,n= 5, c=0
Latte in polvere Assenza in 25 g, n=10, c=0

UOVA E DERIVATI

D.L. 4 febbraio 1993 n. 65

Attuazione della direttiva 89/437/CEE che definisce i criteri igienico-sanitari da
osservare nelle fasi di produzione e di commercializzazione dei prodotti d’uovo de-
stinati al consumo umano diretto o alla fabbricazione di altri prodotti alimentari.
Salmonella: assenza in 25 grammi o ml

PASTE ALIMENTARI

Circolare Ministero della Sanita 3 agosto 1985 n. 32

Limiti di cariche microbiche suggeriti per paste alimentari e paste alimentari
farcite.

Salmonella: assenza in 25 grammi, n=5, c¢=0.

ACQUE

D.P.R. 3 luglio 1982 n. 515
Attuazione della direttiva CEE n. 75/440 concernente la qualita delle acque su-
perficiali destinate alla produzione di acqua potabile
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D.P.R. 24 maggio 1988 n. 236

Attuazione della direttiva CEE n. 80/778 concernente le qualita delle acque de-
stinate al consumo umano.

Controlli occasionali. Parametri accessori Cy.

Enterobatteri patogeni: assenti.

MANGIMI

D.L.vo 14 dicembre 1992 n. 508

Attuazione della direttiva 90/667/CEE del Consiglio del 27/11/90, che stabilisce
le norme sanitarie per I’eliminazione, la trasformazione e I’immissione sul
mercato di rifiuti di origine animale e la protezione dagli agenti patogeni degli
alimenti per gli animali di origine animale o a base di pesce e che modifica la
direttiva 90/425/CEE.

Salmonella: assenza in 25 grammi, n=5, c¢=0.

NORME SULL’AMBIENTE

ACQUE DI BALNEAZIONE

D.L. 13 aprile 1993 n. 109 convertito in legge 13 giugno 1993 n. 185
Modifiche al D.P.R. 8 giugno 1982 n. 470, concernenti attuazione della diretti-
va CEE 76/160 relativa alla qualita delle acque di balneazione.

Salmonelle: 110/100 ml

La ricerca di salmonelle sara effettuata quando, a giudizio dell’autorita di controllo,
particolari situazioni fanno sospettare una loro presenza. In tal caso la ricerca delle
salmonelle sara effettuata mediante filtrazione su membrana, arricchimento su ter-
reni liquidi, isolamento su terreni solidi ed identificazione.

NOTA
Si trova indicato con n il numero delle unita campionarie da esaminare e con ¢ la
tolleranza.
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