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La visione olistica One Health, si basa sul riconoscimento che la salute umana, la salute 
animale e la salute dell’ecosistema siano legate indissolubilmente. 







Punto 29 

Punto 30 



• Ministero della Sanità 

 Decreto 17 marzo 1994 , n. 287 
 Regolamento recante norme sulla 

produzione, l'impiego ed il controllo dei 
medicinali veterinari immunologici 
inattivati, aventi caratteristiche di vaccini 
stabulogeni ed autovaccini. 

 

Gran parte dei vaccini stabulogeni prodotti dall’IZS della Sardegna 

sono composti da colture batteriche, inattivate con formalina (con 

fenolo per l’agalassia contagiosa) e adiuvata con idrossido di alluminio  

 



 

 Il vaccino stabulogeno è un medicinale ad azione immunizzante preparato con 
microrganismi patogeni e/o antigeni isolati  da animali colpiti dalla forma infettiva 
dominante in quel determinato allevamento. 

  

 Sono impiegati per vaccinare gli animali di tale allevamento e/o animali di 
allevamenti dello stesso territorio, qualora ritenuto opportuno per documentati 
motivi  epidemiologici 

 

Vaccino Stabulogeno 
 



Differenza tra vaccino e stabulogeno 

• Vaccino 
 Medicinale veterinario ad azione 

immunologica: somministrato agli animali 
allo scopo di indurre una immunità attiva 
o passiva 

 

 

Regolamento UE 2019/6 

 

Art.5: Nessun medicinale veterinario può essere 
messo in commercio senza aver ottenuto l’AIC 
dal Ministero della Salute 

 

 

• Stabulogeno 
  D.M. 287 del 17/3/1994 

 

 

    Vantaggi: 

 Limitare la diffusione della 
malattia nell’allevamento 

 

   

 

 

Solo gli articoli 94, 105, 108, 117, 120, 123 e 134 del 
regolamento (UE) 2019/6 si applicano ai vaccini stabulogeni 
veterinari. 



Dal 1994 la ricerca ha fatto passi da gigante 

Vaccini 
• Applicazione di tecniche 

genomiche, proteomiche, di DNA 
ricombinante, mRNA 

 

• Un notevole aumento dei vaccini 
registrati  (lista AIC) 

Stabulogeni 

 
• Specificità ceppi/antigeni 

 
• Economicità  

 



 

• Priorità ai presidi immunizzanti regolarmente autorizzati con 
procedure nazionali o comunitarie e disponibili per le varie 
esigenze del territorio. 

 

• La produzione di stabulogeni, in presenza di vaccini 
commerciali, può essere giustificata dall’ unicità degli isolati 
ottenuta mediante la loro tipizzazione 

DGSAF 0015165-P-08/06/2015 
 

In presenza di vaccini registrati occorre tipizzare gli isolati 

utilizzati per la produzione degli stabulogeni 



• Pecore di razza sarda*  

  3.019.108  

• Capre* 

             281.569  

• Bovini da latte* 

             48.944  

 
    In Sardegna viene raccolto il 68,92% 

del latte ovino ed il 57,30% del latte 
caprino prodotto in Italia. 

  
*Sardegna Agricoltura, 2019. 

https://www.sardegnaagricoltura.it/index.

php?xsl=443&s=413001&v=2&c=6039&

vd=1 

 

Patrimonio zootecnico della Sardegna 
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Negli ovini, diverse sono le specie batteriche responsabili delle patologie 

che colpiscono la mammella; fra queste un ruolo importante è svolto 

dagli Stafilococchi e Streptococchi (Bergonier et al., 2003; Contreras et 

al., 2007, Marogna et al., 2010, 2012; Dore et al., 2016).  



Streptococchi: cocchi Gram+ 

L’aumento  delle mastite infettive correlate agli streptococchi è senz’altro da mettere 
in correlazione con la meccanizzazione della mungitura e con il graduale passaggio 
da un allevamento tradizionale di tipo estensivo verso forme  con stabulazione più o 
meno intensiva. 

In commercio non esistono vaccini contro le mastopatie dei piccoli ruminanti da streptococchi. Nel 2015, l’IZS 
della Sardegna ha inoltrato al Ministero della Salute (Richiesta N° 2514 del 06-03-2015) il protocollo per la 
relativa autorizzazione  alla fabbricazione, controllo e impiego di un vaccino stabulogeno per la mastite ovina e 
caprina  da Streptococcus spp.; ai sensi del D.M. n° 287 del 17 marzo 1994. L’autorizzazione è stata concessa il 
28-05-2015 con prot. n° 14413. 



In questa ricerca sono stati analizzati 195 ceppi di Streptococcus spp. 
isolati da mastite ovina e caprina in varie province della Sardegna nel 
periodo 2011-2017. I ceppi sono stati inviati al laboratorio Vaccini dalla 
sede centrale e territoriali dell’IZS Sardegna.  

Gli streptococchi sono stati identificati a livello di 
genere mediante la colorazione di Gram e i tests 
CAMP e bile-esculina 



Identificare gli streptococchi 

Comparare l’accuratezza di tre differenti metodi di identificazione degli streptococchi: 
API® 20 Strep, PCR-RFLP e MALDI-TOF MS 



L’identificazione a livello di specie è stata effettuata inizialmente mediante l’utilizzo dell’ API® 20 Strep 
(BioMerieux, Marcy l’Etoile, France) seguendo le istruzioni del produttore e la decodifica APIweb 
http://www.apiweb.biomerieux.com. I risultati sono stati espressi come percentuale di identificazione 
(%ID) che rappresenta la vicinanza relativa del profilo ottenuto per il taxon a quelli di tutti gli altri taxa, 
per la stessa specie, nel database. 

Identificazione fenotipica mediante test biochimici  
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Identificazione genotipica  

Le sequenze geniche della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi (gap) dello S. uberis (NCBI, nucleotide ID 
WP_015911929.1), dello S. agalactiae (NCBI, nucleotide ID AKI95248) e dello S. dysgalactiae subsp. equisimilis 
(NCBI, nucleotide ID BAN93906.1) sono state allineate usando l'algoritmo di allineamento a coppie EMBOSS 
(http://www.ebi.ac.uk/tools/emboss).  
Nell’ambito delle tre specie di Streptococcus analizzate, abbiamo selezionato i primers Strept-gap-F (5’-
ACTCAAGTGTACGAACAAGT-3’) e Strept-gap-R (5′-GTCTTGCATTCCGTCGTAT-3′) 

                                               

945 bp 

  

Elettroforesi su gel di agarosio degli ampliconi del gene gap di quattordici ceppi di riferimento (RS). 

Linea 1, Streptococcus (S.) uberis ATCC 700407; linea 2, S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae ATCC 

43078; linea 3, S. dysgalactiae subsp. equisimilis DSM 23147; linea 4, S. agalactiae ATCC 13813; 

linea 5, S. salivarius subsp. salivarius ATCC 13419; linea 6, S. gallolyticus subsp. gallolyticus ATCC 

49475; linea 7, S. suis ATCC 43765; linea 8, S. equi subsp. zooepidermicus NCTC 6180; linea 9, 

Enterococcus (E.) faecium ATCC 35667; linea 10, E. durans DSM 20633; linea 11, E. faecalis ATCC 

29212; linea 12, Lactococcus (L.) lactis subsp. lactis ATCC 13675; linea 13, Staphylococcus (S.) 

aureus ATCC 25923; linea 14, S. epidermidis ATCC 35984. M, marker IX (Roche). 
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  Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) degli amplificati  ottenuti 

1) Sequenziamento degli amplificati 

2) Analisi in silico mediante 
http://www.restrictionmapper.org 
per individuare l'enzima di 
restrizione per l’analisi RFLP: AluI 
(FastDigest, ThermoFisher: 15 min. 
a 37°C )  

I frammenti sono stati separati 
mediante PAGE al 12%. 

I frammenti sono stati separati 
mediante agarosio high 
resolution al 3%.  

Il metodo PCR-RFLP è stato esteso a tutti i 195 isolati, quelli con profilo diverso rispetto ai 
ceppi di Referenza sono stati sequenziati 

http://www.restrictionmapper.org/


Identificazione fenotipica: MALDI-TOF MS  

La spettrometria di massa con tecnologia MALDI-TOF (Matrix assisted laser 
desorption/ionization time of flight) è stata recentemente introdotta nei 
laboratori di microbiologia come metodo rapido (poche ore), accurato ed 
economico per l’identificazione di batteri, micobatteri, lieviti e funghi. Questa 
tecnologia costituisce un’alternativa valida e interessante ai metodi di 
microbiologia classica e di biologia molecolare ed è applicabile in differenti aree 
della diagnostica clinica e della ricerca.  



PCR-RFLP  MALDI-TOF MS  API Strep identification 

S. uberis (n=124) S. uberis (n=124) S. uberis (n=122) 
S. suis (n=1) (ID 86.3%) 
S. dysgalactiae (n=1) (ID 91.4%) 
  

S. dysgalactiae ( n=18) S. dysgalactiae ( n=15) 
  
  
S. ovis (n=2) 
L. lactis  (n=1) (score 2.331) 
  

S. dysgalactiae ( n=12) 
S. agalactiae (n=2) 
S. oralis (n=1) (ID 59.3%) 
S. uberis (n=2) 
S. uberis (n=1) (ID 92.2%) 
  

S. suis (n=14) S. suis (n=10) 
S. suis  (score 1.735) 
S. spp (n=3) 

S. suis (n=10) 
S. uberis (n=1) (ID 85.5%) 
S. uberis (n=3) 
  

S. gallolyticus (n=10) S. gallolyticus (n=9) 
  
S. spp (n=1) 

S. gallolyticus (n=8) 
S. uberis (n=1) (ID 91.5%) 
S. bovis (n=1) (ID 93.5%) 
  

S. agalactiae (n=3) 
  

S. agalactiae (n=3) 
  

S. agalactiae (n=3) 
  

S. equi zooepidermicus (n=2) 
  

Total (n=171) 

S. equi zooepidermicus (n=2) 
  
  

S. equi zooepidermicus  
S. agalactiae  (ID 91.5%) 
  

Risultati 

MALDI-TOF MS score: 
<1,7 l'identificazione non è 

affidabile 

Tra 1,7 e 2,0 l'identificazione è 

affidabile a livello di genere 

Tra 2.0 e 2.3 l'identificazione è 

affidabile a livello di genere e 
probabile a livello di specie 

>2,3 l'identificazione di specie è 

altamente probabile. 
 

Dei 171 isolati,  

il 95.9% è stato 
confermato con il 
MALDI-TOF contro il 

91.2% ottenuto con 
API 
 



Risultati 

PCR-RFLP and sequencing analysis MALDI-TOF MS API Strep identification 

S. agalactiae (n=1) (identity 87%) S. pluranimalium (score 2.059) S. uberis (ID 92.8%) 
  

S. equinus (n=8) (identity 99%) S. lutetiensis ( score 2.064) 
S. lutetiensis ( score 1.862) 
E. faecalis (score 2.513) 
S. lutetiensis ( score 2.157) 
S. lutetiensis ( score 2.211) 
E. faecalis  (score 2.376) 
S. utetiensis ( score 1.785) 
S. utetiensis ( score 2.069) 
  

S. equinus  (ID 92.3%) 
S. equinus  (ID 91.2%) 
S. equinus  (ID 93.4%) 
S. uberis (ID 58.1%) 
S. uberis (ID 55.5%) 
E. faecalis  (ID 71.8%) 
S. equinus  (ID 90.6%) 
S. equinus (ID 91.5%) 
  

S. pneumoniae  (n=1) (identity 100%) 
S. pneumoniae  (n=1) (identity 97%) 
S. pneumoniae  (n=2) (identity 94%) 

S. mitis (score 2.171) 
S. oralis (score 2.287) 
S. pneumoniae  (score 2.326) 
S. mitis/oralis (score 2.331) 

S. dysgalactiae  (ID 56.5%) 
S. dysgalactiae  (ID 58.2%) 
S. dysgalactiae  (ID 58.4%) 
S. dysgalactiae  (ID 53.7%) 
  

S. pyogenes (n=3) (identity 96%) S. canis (score 2.637) 
S. canis (score 2.581) 
S. canis (score 2.518) 

S. mitis (ID 30.4%) 
S. β haemolyticus group G (ID 92.3%) 
S. β haemolyticus group G (ID 92.6%) 
  

S. oralis (n=2) (identity 97%) S. oralis (score 2.427) 
S. sanguinis (score 2.091) 

S. dysgalactiae (ID 94.3%) 
S. uberis (ID 91.8%) 
  

S. halotolerans (n=4) (identity 86%) S. pluranimalium (score 2.063) 
S. pluranimalium (score 1.913) 
S. pluranimalium (score 2.033) 
S. mitis (score 2.201) 

S. dysgalactiae  (ID 45.3%) 
S. uberis (ID 35.8%) 
S. uberis (ID 36.2%) 
S. uberis (ID 43.6%) 
  

S. sanguinis (n=2) (identity 87%) 
  

Total (n=24) 

S. ovis (score 2.005) 
S. ovis (score 2.125) 

S. bovis  (ID 32.6%) 
S. uberis (ID 40.3%) 
  

MALDI-TOF MS score: 
<1,7 l'identificazione non è 

affidabile 

Tra 1,7 e 2,0 l'identificazione è 

affidabile a livello di genere 

Tra 2.0 e 2.3 l'identificazione è 

affidabile a livello di genere e 
probabile a livello di specie 

>2,3 l'identificazione di specie è 

altamente probabile. 
 



Conclusioni 

Questa ricerca conferma e rafforza la necessità di standardizzare i metodi genotipici e fenotipici utilizzati 
per l'identificazione degli streptococchi isolati da latte ovino e caprino.  

L'analisi genotipica basata sul gene gap potrebbe essere un utile strumento diagnostico per la corretta 
identificazione degli streptococchi. Tuttavia, l‘esecuzione del metodo ha ancora necessità  di molto 
tempo e richiede il confronto con i profili RFLP di altri ceppi di riferimento. 

Nel nostro studio, l'accuratezza di MS MALDI-TOF e API Strep nell’identificare gli streptococchi a livello 
di specie non è stata perfetta; tuttavia riteniamo che MALDI-TOF MS abbia il vantaggio in termini di 
rapidità, affidabilità e basso costo. 

NOTA: NECESSITA’ di CONFRONTARE PCR-RFLP/SEQUENZIAMENTO/WGS con MALDI-TOF 





Stabulogeni prodotti dall’IZS Sardegna 

https://www.izs-sardegna.it/Vaccini.cfm


Genotipizzare gli isolati di S. uberis mediante MLSTe PFGE 

Valutare la suscettibilità antimicrobica degli isolati di S. uberis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

124 ceppi  di S. uberis 
 (94% degli isolati) 

 

 



Suscettibilità antimicrobica 
 

 
 Metodo Kirby – Bauer 

diffusione in agar.  
 In base al diametro S, I e R 

Muller Hinton agar + 5% sangue,  a 37°C 
in termostato con 5% di CO2 

EUCAST breakpoint (2023) 
From old "intermediate" to the 
new "Susceptible, increased 
exposure"  



14 agenti antimicrobici 
(CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance 
Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests 
for Bacteria Isolated From Animals, 3th Ed. 2015) 

 

Ampicillina Tetraciclina 

Cefalotina Eritromicina 

Oxacillina Streptomicina 

Gentamicina Amoxicillina+Ac. Clavulanico 

Kanamicina Sulfamethoxazolo+ Trimethoprim 

Novobiocina Ceftiofur 

Penicillina Pirlimycin 

Suscettibilità antimicrobica 

Antibiotici più usati nella 
terapia delle mastiti 

Indicatori di resistenza 
alla meticillina 

Utilizzati in medicina umana e 
veterinaria (mastiti bovine) 



Antimicrobici % 

Ampicillina 7 

Penicillina 5 

Oxacillina 0 

Amoxicillina+Ac. Clavulanico 0 

Gentamicina 82 

Kanamicina 93 

Streptomicina 99 

Antimicrobici % 

Tetraciclina 44 

Eritromicina 16 

Sulfamethoxazolo+ Trimethoprim 8 

Novobiocina 69 

Cefalotina 1 

Ceftiofur 7 

Pirlimycin 7 

Suscettibilità antimicrobica: Il 97% degli isolati  è 
resistente ad almeno un antibiotico  

 



Genotyping mediante MLST e PFGE 

 
La genotipizzazione è uno strumento importante 
negli studi epidemiologici in quanto contribuisce 
alla comprensione della disseminazione dei 
patogeni e fornisce un mezzo per correlare i ceppi. 
La tipizzazione a sequenza multipla (MLST) fornisce 
le informazioni più affidabili sul clustering 
filogenetico e sull'epidemiologia globale a lungo 
termine mentre la tipizzazione con elettroforesi su 
gel a campo pulsato (PFGE) è il metodo più 
utilizzato per affrontare problemi epidemiologici a 
breve termine.  



           MLST 
     Multilocus Sequence Typing 

 

La tecnica MLST permette di tipizzare gli 

isolati di una specie batterica attraverso 

l’analisi, mediante sequenziamento, delle 

variazioni alleliche in porzioni interne di geni 

housekeeping. Per ogni locus, ad ogni nuova 

sequenza verificata e registrata nel data base, 

è attribuito un numero allelico le cui diverse 

combinazioni individuano un diverso profilo 

allelico, detto Sequence Type (ST) 
 

Amplificazione dei geni 

Sequenziamento (For. e Rev.) 

Analisi delle sequenze 









MLST 

Amplificati sequenziati  
con metodo Sanger 



Le sequenze 
forward e reverse 
per ciascun locus 
sono state 
analizzate con 
BioEdit e BLAST 

MLST 







MLST 

Inserito nel Data Base MLST S. uberis 

 

 32 nuovi alleli  

 73 nuove combinazioni alleliche (ST) 

 

 



MLST 

Dei 159 ST 
attualmente 
presenti nel data-
base, 81 
provengono 
dall’IZS Sardegna 







PFGE 
(Pulsed Field Gel Electrophoresis) 

L’acronimo PFGE raggruppa 

tutte le tecniche utilizzate per la  

separazione di frammenti di 

DNA (di dimensione a partire da 

24Kb), che si avvalgono di un 

campo elettrico la cui direzione 

varia periodicamente, rispetto 

alla matrice solida in cui 

avviene la migrazione. 
 

Estrazione del DNA 

Digestione con enzimi rari  

Corsa elettroforetica 

Colorazione ed 

acquisizione immagini 



PFGE 

 

Restrizione con SmaI 

 

M   1     2     3   4     5    6     7    8     9  10    M 

M  = marker 

1-10 = isolati di S. uberis 



La PFGE evidenzia una elevata variabilità genetica a 

dimostrazione che, sul territorio regionale, la gran 

parte degli isolati batterici non ha origine clonale 

 

Tale considerazione è confermata dall’analisi con 

MLST che rileva ben 81 ST differenti nei ceppi 

analizzati 





Scelta di 46 isolati per il Whole Genomic Sequencing,  
IonTorrent Personal Genome Machine (PGM) (Life 
Technologies, Carlsbad, CA) dell’IZS Sardegna   

Il sequenziamento non ha evidenziato la presenza 
di geni di resistenza per gli aminoglicosidi: 
resistenza innata. E’ inutile effettuare per gli 
streptococchi la resistenza fenotipica 



Fattori di virulenza 
presenti nei 46 isolati di  
Streptococcus uberis 



Osservazioni/indicazioni dei revisori 

Data la notevole variabilità genetica degli isolati di S. uberis, perché non avete campionato gli animali del 
focolaio e analizzato tutti i ceppi  circolanti? 

Che sintomatologia causano negli ovini gli S. uberis? 

Nella preparazione dei vaccini stabulogeni, ha senso mettere un solo ceppo? 

Quali proteine sono coinvolte nella produzione di anticorpi durante l’infezione naturale?  

CAMPIONAMENTO DI ALLEVAMENTI CON MASTITE CLINICA DA STAFILOCOCCHI E STREPTOCOCCHI 



Allevamento di Dorgali (Nuoro) con isolamento di 
streptococchi 



Allevamento di Dorgali (Nuoro): maggio 2022  
174 pecore, 24 con mastite clinica 
12 pecore sono state selezionate in base al 
quadro clinico comune della mammella 

Sheep n° Half-udder RH Half-udder LH SLN RH SLN LH Milk 

2627 

Nodules, 

Calor, Rubor 

Sclerotic, Atrophic 

Calor,                    

Edematous 
Reactive Reactive Normal 

6843 Edematous 
Sclerotic, 

Atrophic 
Reactive Normal 

RH=slightly serous              

LH=serous/hemorrhagic 

671 
Edematous        Sclerotic 

Edematous Reactive Reactive RH=serous with clots  

8464 
Nodules                    

Edematous 

Sclerotic, 

Atrophic 
Normal Normal 

RH=serous with clots                       

LH=serous with clots 

8206 Sclerotic, Atrophic 
Slightly 

edematous 
Reactive Normal RH=serous with clots                 

2605 
Nodules                   

Edematous 
Atrophic Reactive Normal RH= hemorrhagic 

8477 

Dolor                         

Sclerotic               

Atrophic 

Edematous Reactive Reactive RH=serous with clots 

6740 

Nodules                    

Edematous                     

Sclerotic 

Nodules Reactive Reactive RH=slightly serous with clots  

6730 

Nodules                        

Edematous             

Sclerotic 

Nodules Reactive Reactive RH=serous with clots 

1519 
Nodules                         

Calor               Edematous          

Nodules                             

Calor                          

Edematous 

Reactive Reactive 
RH=serous                           

LH=serous 

2622 
Calor                         

Rubor             Edematous          

Edematous                    

Sclerotic 
Normal Reactive 

RH=serous with clots and 

slightly hemorrhagic         

LH=serous 

2616 Nodules Edematous Reactive Reactive RH=serous with clots 

RH=right    

LH=left    

SLN= supramammary lymph nodes   

Table 2: Clinical examination of udder, lymph nodes, and milk of the 12 ewes with mastitis 



Sequenziamento dell’intero genoma degli isolati di S. ruminantium 



Nuova classificazione del S. suis, uno dei più importanti patogeni dei 
suini che causa polmoniti, artrite, meningite e endocarditi. E’ un 

agente zoonotico, riscontrato nelle persone a stretto contatto con i 
maiali o prodotti derivati 

S. suis comprendeva 
35 sierotipi 

Attualmente, non sono più inclusi i 
sierotipi 20, 22, 26, 32, 33 e 34 

 I sierotipi 20, 22 e 26 sono rinominati 
Streptococcus parasuis (Nomoto et al., 
2015) 

 I sierotipi 32 e 34 sono rinominati 
Streptococcus orisratti (Hill et al., 2005) 

 Il sierotipo 33 è rinominato Streptococcus 
ruminantium (Tohya et al., 2017) 

Nota 1: Il MALDI-TOF MS non presenta nel database lo spettro dello S. ruminantium 

Nota 2: S. ruminantium isolato in Giappone da bovini con artrite, polmonite e 
endocarditi ( Okura et al., 2019) 



INDICAZIONI/OSSERVAZIONI DEI REVISORI 
- perché non avete campionato gli altri animali presenti nell’allevamento? 
- perché non avete campionato tutto il  personale dell’allevamento 
- perché non avete campionato l’acqua, feci etc 
- sarebbe interessante verificare con gli ospedali/centri di cura locali la diffusione 
del S. ruminantium.  

Si richiede un approccio 



La visione olistica One Health, si basa sul riconoscimento che la salute umana, la salute 
animale e la salute dell’ecosistema siano legate indissolubilmente. 




