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CAPACITA’ DIAGNOSTICA DELLA REAL TIME PCR NELLA 
RILEVAZIONE DI CAMPYLOBACTER 

NEGLI ALLEVAMENTI AVICOLI



30% da fonte alimentare 
avicola

70% contatto con animali 
infetti



Controllo
Campylobacteriosi

Criterio 
microbiologico

Biosicurezza

Misure 
d’intervento 
addizionali

Criterio microbiologico 1000 UFC 
riduzione rischio 50%
• 15% di produzione fuori dal criterio in EU

Criterio microbiologico 500 UFC 
riduzione rischio 90%
• una produzione fuori dai limite per il 45% 



Scopo del lavoro



Materiali e metodi
41 - 45 gg. 

pollo pesante

Real Time 
PCR

Valutazione 
diagnostica

Valutazione 
analitica

13 allevamenti
49 box
calzari

31 gg. pollo
rosticceria



Materiali e metodi

+ NaCl

Semina su Karmali agar
Tempi: 2 gg.

+ soluzione 
fisiologica

Gene target: 16s
Sonda TaqMan
Tempi: 2 ore

95°C – 5 min
95°C – 15 sec
58°C – 30 sec
72°C – 30 sec
72°C – 5 min

Lund et al., 2004

40 cicli



Specificità e LOD

C. jejuni

C. lari

C. upsaliensis

C. coli

- Campylobacteriaceae: C. fetus, Helicobacter
spp, Arcobacter spp.

- Altri microrganismi: E. coli, Salmonella spp,
Lactobacillus spp.

108 ufc/ml

107 ufc/ml

106 ufc/ml

105 ufc/ml

104 ufc/ml

103 ufc/ml

102 ufc/ml

- Boot sock contaminato sperimentalmente
con C. jejuni (109 ufc/ml)

- LOD: 102 ufc/ml



Sensibilità

Ricerca Campylobacter

Numerazione  Campylobacter

Conferma dei 
risultati 

al mattatoio

+

88%

88%

12%

12%

Risultati Real-time PCR
Risultati semina diretta

+ - Totale

+ 43 0 43

- 0 6 6

Totale 43 6 49



Quantificazione Campylobacter spp.

N. campioni Carica (log10)

23 105 Log10 /ml

14 106 Log10/ml

6 107 Log10/ml

43 box positivi, 6 box negativi per Campylobacter spp.

57%30,50%

12,50%

Identificazione di specie 
Campylobacter spp.

Campylobacter jejuni

Campylobacter coli

Negativi per Campylobacter
spp.

Wang et al.; 2002

Calzari
Controllo al macello

+ - Totale

+ 10 0 10

- 0 3 3

Totale 10 3 13
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Identificazione di specie 
Campylobacter spp.
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Foglio1

		DATA PRELIEVO		NRG		ALLEVAMENTO		CAPANNONE e BOX		ETA' DEGLI ANIMALI		FISIOLOGICA		ISO BOLTON		PRESTON		PCR classica		Real Time PCR		Data Real Time PCR		Dati macello		MBK

		20.04.2015		10932/1		Allevamento Mosciano-C.da Colle Montone		Capannone 1 - Box 1		41 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		23.04.2014				Progetto EMIDA-scatola 5 p.45

		20.04.2015		10932/2		Allevamento Mosciano-C.da Colle Montone		Capannone 2 - Box 3		39 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		23.04.2014				Progetto EMIDA-scatola 5 p.46

		20.04.2015		10932/3		Allevamento Mosciano-C.da Colle Montone		Capannone 3 - Box 4		39 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		23.04.2014				Progetto EMIDA-scatola 5 p.47

		20.04.2015		10932/4		Allevamento Mosciano-C.da Colle Montone		Capannone 7 - Box 13		38 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		23.04.2014				Progetto EMIDA-scatola 5 p.48

		20.04.2015		10932/5		Allevamento Mosciano-C.da Colle Montone		Capannone 7 - Box 14		38 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		23.04.2014				Progetto EMIDA-scatola 5 p.49

		21.04.2015		10943		Petrillo Rino		Capannone 1		32 gg		Negativo		Negativo						Negativo		23.04.2014		Negativo

		21.04.2015		10944		Colella Antonio		Capannone 1		35 gg		Negativo		Negativo						Negativo		23.04.2014		Negativo

		27.04.2015		11472/1		Allevamento Colle Cervinara		Capannone 1 - Box 1A		34 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.50

		27.04.2015		11472/2		Allevamento Colle Cervinara		Capannone 1 - Box 1B		34 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.51

		27.04.2015		11472/3		Allevamento Colle Cervinara		Capannone 3 - Box 3A		34 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.52

		27.04.2015		11472/4		Allevamento Colle Cervinara		Capannone 4 - Box 1A		39 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.53

		04.05.2015		12234/1		Allevamento Villa Lempa		Capannone 1 - Box 1A		38 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.54

		04.05.2015		12234/2		Allevamento Villa Lempa		Capannone 2 - Box 2A		38 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.55

		04.05.2015		12234/3		Allevamento Villa Lempa		Capannone 3 - Box 3A		38 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.56

		04.05.2015		12234/4		Allevamento Villa Lempa		Capannone 4 - Box 4A		39 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 5 p.57

		04.05.2015		12234/5		Allevamento Villa Lempa		Capannone 5 - Box 5A		38 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		04.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 6 p.13

		11.05.2015		12733/1		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 1 - Box 1A		33 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.14

		11.05.2015		12733/2		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 2 - Box 2A		33 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.15

		11.05.2015		12733/3		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 3 - Box 3A		38 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.16

		11.05.2015		12733/4		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 4 - Box 4A		33 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.17

		11.05.2015		12733/5		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 5 - Box 5A		38 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.18

		11.05.2015		12733/6		Allevamento Valle dei Pini (Atri)		Capannone 6 - Box 6A (no OGM)		33 gg		Positivo		Negativo				C. coli		Positivo		12.05.2014				Progetto EMIDA-scatola 6 p.19

		14.05.2015		13568/1		Cassetta Alessio		Box 1		33 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015

		14.05.2015		13565/1		Cassetta Alessio		Box 2		33 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015

		14.05.2015		13562/1		Gianrico Salvatore		Box 1		41 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015

		14.05.2015		13562/2		Gianrico Salvatore		Box 2		41 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015

		22.05.2015		14271/1		Allevamento Sant'Egidio		Capannone 1 - Box 1A		35 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.3

		22.05.2015		14271/2		Allevamento Sant'Egidio		Capannone 2 - Box 2A		35 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.4

		22.05.2015		14271/3		Allevamento Sant'Egidio		Capannone 3 - Box 3A		35 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.5

		22.05.2015		14271/4		Allevamento Sant'Egidio		Capannone 4 - Box 4A		31 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.6

		22.05.2015		14271/5		Allevamento Sant'Egidio		Capannone 5 - Box 5A		31 gg		Positivo		Negativo				C. jejuni		Positivo		25.05.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.7

		01.06.2015		14719/1		Allevamento San Giacomo		Capannone 1 - Box 1A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.22

		01.06.2015		14719/2		Allevamento San Giacomo		Capannone 2 - Box 2A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.23

		01.06.2015		14719/3		Allevamento San Giacomo		Capannone 3 - Box 3A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.24

		01.06.2015		14719/4		Allevamento San Giacomo		Capannone 4 - Box 4A		32 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.25

		01.06.2015		14719/5		Allevamento San Giacomo		Capannone 5 - Box 5A		35 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.26

		01.06.2015		14719/6		Allevamento San Giacomo		Capannone 6 - Box 6A		35 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		03.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.27

		08.06.2015		15494/1		Allevamento Cellino Attanasio		Capannone 1 - Box 1A		41 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. coli		Positivo		10.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.28

		08.06.2015		15494/2		Allevamento Cellino Attanasio		Capannone 2 - Box 2A		39 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		10.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.29

		08.06.2015		15494/3		Allevamento Cellino Attanasio		Capannone 3 - Box 3A		39 gg		Positivo		Negativo		Positivo		C. coli		Positivo		10.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.30

		08.06.2015		15494/4		Allevamento Cellino Attanasio		Capannone 4 - Box 4A		37 gg		Positivo		Negativo		Positivo		C. coli		Positivo		10.06.2015				Progetto EMIDA-scatola 7 p.31

		15.06.2015		16088/1		Allevamento Minghetti		Capannone 1 - Box 1A		42 gg		Negativo		Negativo		Negativo				Negativo		23.06.2015

		15.06.2015		16088/2		Allevamento Minghetti		Capannone 2 - Box 2A		41 gg		Negativo		Negativo		Negativo				Negativo		23.06.2015

		15.06.2015		16088/3		Allevamento Minghetti		Capannone 3 - Box 3A		41 gg		Negativo		Negativo		Negativo				Negativo		23.06.2015

		15.06.2015		16088/4		Allevamento Minghetti		Capannone 4 - Box 4A		41 gg		Negativo		Negativo		Negativo				Negativo		23.06.2015

		22.06.2015		17037/1		Allevamento Meschino di Atri		Capannone 1 - Box 1A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		23.06.2015

		22.06.2015		17037/2		Allevamento Meschino di Atri		Capannone 2 - Box 2A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		23.06.2015

		22.06.2015		17037/3		Allevamento Meschino di Atri		Capannone 3 - Box 3A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		23.06.2015

		22.06.2015		17037/4		Allevamento Meschino di Atri		Capannone 4 - Box 4A		38 gg		Positivo		Negativo		Negativo		C. jejuni		Positivo		23.06.2015

		Campylobacter jejuni		57%

		Campylobacter coli		30.50%

		Negativi per Campylobacter spp.		12.50%

		10 allevamenti

		37 box-12000/30000 animali

		31/41 gg

		Positivi per Campylobacter spp.		80%

		Negativi per Campylobacter spp.		20%

				Positività		Negatività

		Metodo ISO		0%		100%

		Diretta con fisiologica		77%		23%

		Real Time PCR		77%		23%
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Negatività
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Identificazione di specie 
Campylobacter spp.



		





		







Conclusioni

- Possibilità di utilizzo come metodo di screening

- Rapidità del test: 2 gg vs 2 ore

- Prospettive future: utilizzo di test rapidi “on farm”
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