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ABBREVIAZIONI 
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BSA bovine serum albumin 

CNTs carbon nanotubes 

CR cross-reactivity  
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MRL maximum residue limit 
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NFs Nanofibers  

NMBs nano-sized magnetic beads 

MBs magnetic beads 
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MMBs micro magnetic beads 
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PBS phosphate-buffered saline 

POC point-of-care  

PVA-co-PE poly (vinyl alcohol-co-ethylene)  

QCM quartz crystal microbalanece 
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SPCEs screen-printed carbon electrodes 

SPEs screen-printed electrodes 

SP-IDME screen-printed interdigitated microelectrode 

SPR surface plasmon resonance 

TBS tris-buffered saline 

TMB 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidine  

TSA tryptone soy agar 

TSB tryptone soy broth 
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ABSTRACT 

 

The availability of reliable and easy-to-use screening methods represents an advantage 

over the possibility to detect pathogens, residues of veterinary drugs and contaminants in 

foods. 

For this purpose, different biosensor systems are under development able to adapt 

different biological recognition elements to thermal, optical, electrical or piezoelectric 

transducers that recognise, amplify and elaborate the signal originating from the 

interaction between an analyte and the sensor. The biological recognition element can 

consist of enzymes, antigens, aptens, nucleic acids or cells and determine the sensitivity 

of the sensor towards the pathogens or the contaminants that have to be detected. 

For this Research project different analytical techniques have been developed, to detect 

and quantify the presence of histamine and histamine producing-bacteria in fish samples 

and to determine the presence of Escherichia coli strains in raw milk. 

The presence of residues of veterinary drugs in foods of animal origin was also studied. 

The main objectives were: develop electrochemical immunological-sensors and evaluate 

their potential use as screening methods; validate the results obtained with these sensors 

in comparison to standard analytical methods and study future applications of 

electrochemical biosensors in the framework of a monitoring plan based on risk-

assessment. 
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1. INTRODUZIONE 

Le malattie di origine alimentare sono un problema di rilevanza globale ed in costante 

aumento (Holban and Grumezescu, 2008; EFSA, 2015). I cambiamenti demografici, 

l'entità della moderna industria alimentare, la diffusione di un mercato globale e lo 

sviluppo dell'antibioticoresistenza hanno determinato l'emergenza di nuove minacce per 

la salute pubblica (Odeyemi and Sani, 2016; Singh, 2016). Come stabilito dalla normativa 

comunitaria, la sicurezza degli alimenti deve essere garantita da un approccio di tipo 

preventivo, che preveda l’applicazione di standard riconosciuti a livello internazionale 

come le buone pratiche in materia di igiene e le norme di buona lavorazione (Good 

Hygiene Practice, GHP e Good Manufacturing Practise, GMP), oltre che i principi 

dell’analisi di rischio e la definizione dei punti critici di controllo (HACCP) 

(Kafetzopoulos et al., 2013; Motarjemi and Mortimore, 2005; .Jacxsens et al., 2010). Tali 

norme devono essere applicate dagli operatori del settore alimentare in ogni fase della 

produzione, trasformazione e distribuzione degli alimenti (Baiano, 2017; Bunney et al., 

2017). L'ottimizzazione delle metodiche analitiche e l'utilizzo di test rapidi per la 

determinazione della presenza di microrganismi patogeni o loro metaboliti rappresentano 

un settore su cui l'industria alimentare, negli ultimi anni, ha iniziato ad investire al fine di 

assicurare la commercializzazione di alimenti sicuri (Wu et al., 2017; Singh et al., 2016). 

I metodi di analisi convenzionali, infatti, richiedono tempo, nonchè la presenza di 

personale esperto e qualificato, oltre che una rigorosa e spesso elaborata preparazione dei 

campioni. Ad esempio, i metodi standard per l'identificazione dei patogeni basati sul 

conteggio di colonie messe in coltura possono richiedere diversi giorni. I metodi fisico-

chimici, tra cui la cromatografia liquida e la spettrometria di massa tandem (LCMS/MS), 

utilizzati per la rilevazione di contaminanti come tossine, residui di farmaci veterinari e 

metalli pesanti, invece, tendono ad essere costosi e complicati da eseguire (McGrath et 
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al., 2012; Frenich et al., 2004; Verdu et al., 2013). È pur vero che la cromatografia e la 

spettrometria possono fornire risultati più accurati e conclusivi, ma i test di screening 

garantiscono una maggiore produttività con una minore formazione dell'operatore. Lo 

sviluppo di un test rapido che consenta di monitorare la sicurezza e la qualità degli 

alimenti in diverse fasi della produzione, mantenendo un elevato grado di affidabilità, 

potrebbe essere la scelta migliore per rispondere alle necessità della moderna industria 

alimentare. I biosensori possono inserirsi a tutti gli effetti in questo contesto e diventare 

un’alternativa valida alle tecniche di analisi convenzionali. Dalle applicazioni in campo 

medico, l'uso si è rapidamente esteso allo sviluppo di test per analisi su alimenti e 

ambiente (Sheikh, 2017; Jin et al., 2005; Luo et al., 2009; Pisoschi, 2016), i sensori 

offrono, infatti, diversi vantaggi in termini di rapporto costo-beneficio. Il loro campo di 

applicazione non si limita a patogeni come Escherchia coli O157:H7, Salmonella, 

Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus, ma si estende 

anche alla determinazione di altri patogeni, amine biogene, micotossine, pesticidi, 

contaminanti e residui antibiotici (Xu et al., 2017; Ali et al., 2017; Vidal et al., 2013; 

Parker and Tothill, 2009; Trevisani et al., 2019). L'alto grado di sensibilità e specificità è 

associato ad una preparazione minima del campione. La miniaturizzazione dei dispositivi, 

inoltre, ne consente l'utilizzo in campo con la possibilità di un monitoraggio in tempo 

reale (Singh et al., 2013). Poiché i biosensori consentono la rilevazione di microrganismi 

patogeni, pesticidi e altri contaminanti in ore o minuti (Luo et al., 2009; Mostafa, 2010) 

possono essere utilizzati anche all'interno di un sistema HACCP per verificare che un 

determinato processo sia sotto controllo. In conclusione, viste le loro molteplici 

applicazioni, i biosensori si configurano come uno strumento altamente versatile e dalle 

enormi potenzialità, utile a monitorare la sicurezza di tutta la filiera.  
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2. TIPOLOGIE DI SENSORI 

 

 

2.1.  Definizione di biosensore 

Un biosensore può essere definito come uno strumento analitico che si compone di due 

parti, un bioelemento o recognition element (costituito ad es. da anticorpi, acidi nucleici, 

enzimi, cellule intere o aptameri) ed un trasduttore o transducer, che converte quanto 

rintracciato dal recognition element in un segnale misurabile strumentalmente (Thévenot 

et al., 2001; Velusamy et al., 2010). 

 

 

Figura 1: Riproduzione schematica delle parti che costituiscono un biosensore 
(Huet et al., 2010) 
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2.2. Classificazione 

I biosensori vengono classificati in base alla componente biologica del recognition 

element o al sistema di trasduzione o, in alternativa, in base all’analita/alla reazione che 

monitorano. In base alla componente deputata al riconoscimento si distinguono sensori 

biocatalitici e di affinità (Ronkainen et al., 2010; Chaubey and Malhotra, 2002; Göpel 

and Heiduschka, 1995). Nel primo caso, il funzionamento del sensore si basa su una 

reazione catalizzata da macromolecole che vengono immobilizzate sul sensore stesso. 

Queste possono essere: enzimi (singoli o multipli), cellule intere (batteri, funghi o lieviti) 

o singoli organelli (mitocondri) e tessuti (tessuti animali o vegetali) (Dabrowski et al., 

2016; Oliveira et al., 2019). Quando uno o più analiti (o substrati, S e S’) reagiscono con 

gli enzimi, le cellule o i tessuti del bioelemento, si originano diversi prodotti (P e P’) che 

vengono misurati (Farabee, 2001). 

                                            S + S’        biocatalizzatore           P + P’ 

Può avvenire, ad esempio, la catalisi enzimatica dovuta alla presenza della suddetta specie 

chimica che genera un segnale proporzionale alla concentrazione e all’efficienza 

enzimatica (Tothill and Turner, 2003); oppure, al contrario, l’attività enzimatica può 

essere inibita dalla molecola target. Nei biosensori che invece utilizzano come 

componente biologico intere cellule o microrganismi, il segnale analitico viene rilevato 

misurando lo stato metabolico generale di questi organismi viventi, come ad esempio 

l’inibizione della crescita, la vitalità della cellula, la respirazione cellulare o la 

bioluminescenza batterica (Choi and Gu, 2002; Jin et al., 2005; Nunes-Halldorson and 

Duran, 2003). Nel caso dei biosensori ad affinità, il mediatore lega in maniera specifica 

l’analita formando un prodotto che viene rilevato dal trasduttore. Si basano, quindi, 

sull’interazione fra l’analita e altri bioelementi, che possono essere stati prodotti 
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naturalmente o bioingegnerizzati (Zhao, 2018). Le interazioni possono essere di tipo 

antigene-anticorpo, oppure di tipo recettore-agonista-antagonista. In tale contesto, gli 

elementi di riconoscimento maggiormente impiegati sono gli anticorpi e si parla quindi 

di immunosensori (Karunakaran et al., 2015; Thakur and Ragavan, 2013). Gli anticorpi 

che vengono utilizzati possono essere di tipo policlonale, ovvero derivanti dal processo 

di immunizzazione di una determinata specie animale, oppure monoclonali, prodotti da 

cloni di plasmacellule. I primi possono legarsi all'antigene in luoghi diversi o con diverse 

affinità vincolanti, mentre i secondi sono specifici per un determinato epitopo e sono più 

selettivi degli anticorpi policlonali (Hau and J. Schapiro, 2003.; Leenaars and Hendriksen, 

2005). Per aumentare la sensibilità degli immunosensori, generalmente vengono utilizzati 

anticorpi marcati con specifici enzimi (come ad esempio la perossidasi, la fosfatasi 

alcalina o l'ureasi). Altri elementi di riconoscimento sono gli acidi nucleici (Giallo et al., 

2005; Ligaj et al., 2014). Il principio di rilevazione di questo tipo di sensori si basa sul 

fenomeno d’ibridazione del DNA, ossia il legame che avviene fra due ssDNA 

complementari.  Il filamento di DNA (o RNA) target viene riconosciuto attraverso 

l'appaiamento con il filamento di DNA (o RNA) di riconoscimento (Ali et al., 2017). 

L’ibridazione si verifica in particolari regioni della sequenza di DNA o RNA bersaglio e 

l'evento di bioriconoscimento può portare all’appaiamento delle basi del DNA 

complementari (matching) oppure al mismatching (Rossetti et al., 2015; Karunakaran et 

al., 2015). Lo sviluppo di questo tipo di biosensori viene seguito con particolare 

attenzione grazie alle loro potenziali applicazioni nel campo dell’analisi genetica e della 

diagnostica clinica. Sono stati sviluppati, infine, biosensori che utilizzano gli aptameri 

come elemento di riconoscimento molecolare (Sharma et al., 2015; Vigneshvar et al., 

2016). Gli aptameri sono piccoli filamenti di RNA e o DNA che legano ad essi specifiche 

molecole target con elevata specificità ed affinità. Grazie alle loro piccole dimensioni 
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(30-100 nucleotidi) rispetto agli anticorpi e agli enzimi, possono essere immobilizzati con 

una maggiore densità e, inoltre, possono essere sintetizzati con alti valori di 

riproducibilità e purezza (Di Pietrantonio et al., 2019). Il loro uso come elemento di 

riconoscimento biologico nei biosensori appare promettente per la determinazione rapida 

e semplice di proteine (Kirby et al., 2004). I biosensori vengono anche classificati in base 

alla natura del trasduttore impiegato per riconoscere il segnale generato dall’interazione 

tra l’elemento di riconoscimento biologico e la sostanza che si intende determinare 

(Peixoto and Silva, 2017; Pellegrini et al., 2005). I sistemi di trasduzione dei sensori 

chimici possono essere di tipo elettrochimico, ottico, piezoelettrico o calorimetrico. 

2.2.1. Sensori elettrochimici 

I sensori elettrochimici sono quelli maggiormente utilizzati e si basano sul fatto che molte 

reazioni chimiche producono o consumano ioni o elettroni, determinando variazioni nelle 

proprietà elettriche delle soluzioni, o di specie presenti sull’elettrodo, che possono essere 

rilevate e misurate (Bard and Faulkner, 2000). I sensori elettrochimici sono classificabili 

in potenziometrici, amperometrici-voltammetrici e conduttimetrici a seconda del segnale 

fornito dal trasduttore (Peixoto and Silva, 2017; Pellegrini et al., 2005; Mungroo and 

Neethirajan, 2014). All’interno di ciascuna classe i sensori differiscono per la natura dello 

strato sensibile, per il modo in cui esso è immobilizzato sul trasduttore, la tipologia di 

analita determinabile, la struttura globale e la modalità di elaborazione del segnale 

(Thevenot et al., 2001). Per la determinazione di molti analiti si sfruttano reazioni 

chimiche note, come la formazione di complessi di ioni metallici o l’ossidazione di una 

sostanza organica catalizzata da un enzima. Lo strato sensibile può essere immobilizzato 

con vari meccanismi: formazione di legami chimici con il corpo del trasduttore, 

elettropolimerizzazione, adsorbimento o deposizione in fase vapore, oppure può essere 

incorporato all’interno di una membrana. Poiché tutte le reazioni avvengono direttamente 
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sull’elettrodo o nelle sue immediate vicinanze, la composizione di quest'ultimo gioca un 

ruolo cruciale nelle prestazioni dei biosensori elettrochimici. Dal punto di vista 

strutturale, i sensori possono essere costituiti da elettrodi convenzionali opportunamente 

funzionalizzati, o da dispositivi di piccole dimensioni realizzati con tecniche di screen 

printing o microelettronica; possono essere monouso o riutilizzabili, applicabili in 

laboratorio, in campo o per misurazioni in autodiagnosi (Mungroo and Neethirajan, 

2014). La risposta analitica può essere qualitativa, semi-quantitativa o quantitativa e 

l’elaborazione dei dati può essere effettuata con le tecniche statistiche classiche o, nel 

caso di arrays di sensori, con procedure statistiche multivariate (Abollino et al., 2014). 

 

I sensori elettrochimici si possono differenziare anche per la modalità di misurazione del 

segnale in: potenziometrici, amperometrici e conduttimetrici (Fraden, 2010; Śliwińska et 

al, 2014). 

 

2.2.1.1 Potenziometrici 

I biosensori potenziometrici si basano sulla misurazione della differenza di potenziale che 

vige all’equilibrio elettrochimico tra un elettrodo indicatore (trasduttore) ed un elettrodo 

di riferimento o tra due superfici di un’opportuna membrana interessata a fenomeni di 

scambio ionico (Koncki, 2007). L’accoppiamento di questi dispositivi con un 

componente biologico (enzimi o anticorpi) li trasforma, di fatto, in biosensori, che 

vengono definiti transistor a effetto di campo (possono essere enzimatici o 

immunologici) (Pisoschi, 2016). In generale, la differenza di potenziale attraverso la 

membrana è legata alle attività dello ione all’esterno dell’elettrodo (ax) ed all’interno (a1) 

ed è definita dalla relazione: 

1

1 lnln
a

a

nF

RT

a

a

nF

RT
E x

x
m =−=
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I principali vantaggi di questo tipo di biosensori sono la disponibilità di un elevato numero 

di enzimi utilizzabili, l’elevata tecnologia disponibile, la facile installazione, 

l’ottenimento di misure semplici e dirette, la possibilità di utilizzo di diverse 

configurazioni, la facile automazione e i bassi costi. Vi è però il problema della scarsa 

selettività di alcuni sensori realizzati con questo metodo di rilevazione. Gli elettrodi sono 

soggetti a contaminazione in presenza di proteine o altri soluti organici, che possono 

determinare una risposta più lenta o una deriva del potenziale (Bard and Faulkner, 2000). 

 

2.2.1.2 Amperometrici 

La determinazione amperometrica riguarda il monitoraggio delle variazioni di corrente 

prodotte dalle interazioni tra l’analita ed il sistema di bioriconoscimento molecolare, che 

possono portare a reazioni redox catalizzate dagli enzimi, oppure a reazioni di bioaffinità 

che avvengono sulla superficie del trasduttore (Rastogi et al., 2009; Ruiz-Valdepeñas 

Montiel et al., 2017). Sull’elettrodo di lavoro, solitamente di platino, oro o grafite, viene 

applicato un potenziale costante e viene registrata la variazione di corrente in funzione 

della concentrazione della specie elettroattiva (anticorpi, enzimi, mediatori). I principali 

vantaggi derivanti dall’utilizzo di questi sensori sono: la possibilità di ottenere una 

risposta lineare dove la corrente è proporzionale alla concentrazione di analita, la maggior 

sensibilità rispetto ai potenziometrici e la possibilità di miniaturizzazione (Adley, 2014; 

Thakur and Ragavan, 2013). Di contro abbiamo che la misura amperometrica viene 

eseguita ad un particolare potenziale di lavoro dove altre sostanze potrebbero reagire ed 

interferire. Inoltre, sia l'analita che il materiale con cui è costituito il sensore tendono a 

consumarsi, diminuendone, quindi, il tempo di utilizzo. 
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2.2.1.3 Conduttimetrici 

Il funzionamento dei biosensori conduttimetrici è basato sul fatto che quasi tutte le 

reazioni enzimatiche portano o al consumo o alla produzione di specie cariche e, di 

conseguenza, determinano modifiche della composizione ionica del campione 

(Karunakaran et al., 2015). La conducibilità di una soluzione ionica è determinata dal 

moto degli ioni in essa presenti. Quando viene applicata una differenza di potenziale tra 

gli elettrodi di un’opportuna cella immersa in una soluzione elettrolitica, viene in essa 

generato un campo elettrico, che induce un movimento ordinato ed opposto delle specie 

ioniche in base alla loro carica. Nello specifico si avrà un flusso di cationi verso il polo 

negativo, mentre gli anioni tenderanno a spostarsi verso il polo positivo (Jaffrezic-Renault 

and Dzyadevych, 2008). I dispositivi di questo tipo presentano diversi vantaggi: gli 

elettrodi a film sottile sono, per esempio, adatti alla miniaturizzazione e possono essere 

prodotti su larga scala utilizzando una tecnologia poco costosa. La loro applicazione non 

richiede l’impiego di elettrodi di riferimento ed i trasduttori non sono sensibili alla luce. 

 

 

 

 

Figura 2: Sistemi di trasduzione di tipo elettrochimico (adattato da Huet et al., 2010) 
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2.2.2. Sensori ottici 

Molti dei dispositivi ottici basano il proprio meccanismo d’azione sulla risonanza 

plasmonica di superficie (SPR) oppure sulla tecnologia delle fibre ottiche, combinate con 

le varie tecniche spettroscopiche (Marazuela and Moreno-Bondi, 2002; Thakur and 

Ragavan, 2013). Nei biosensori SPR, le molecole di riconoscimento biologico (anticorpi, 

oligonucleotidi, aptameri) vengono prima immobilizzate sulla superficie del trasduttore; 

quando la soluzione contenente le molecole target si ritrova a contatto con la superficie, 

si instaurano delle interazioni per affinità tra le due componenti, che inducono un 

cambiamento dell’indice di rifrazione della superficie dell’elettrodo (Marazuela and 

Moreno-Bondi, 2002). 

 

2.2.3. Sensori piezoelettrici 

 

I biosensori piezoelettrici sono dei dispositivi sensibili alle variazioni della massa, della 

viscosità o della densità di campioni che vengono messi in contatto con una superficie 

piezoelettricamente attiva (Minunni et al., 1994; Borman, 1987). Il trasduttore 

piezoelettrico maggiormente impiegato è la microbilancia al cristallo di quarzo (QCM). 

Grazie alle sue proprietà piezoelettriche, il cristallo può dar luogo a delle oscillazioni, 

attraverso un semplice circuito elettrico, secondo una frequenza naturale direttamente 

proporzionale allo spessore del cristallo (Bao et al., 1996). Ove una massa venga 

depositata sulla superficie del cristallo di quarzo (nel caso dei biosensori, parliamo della 

componente biologica) si registra una riduzione della frequenza di oscillazione (Borman, 

1987). I maggiori vantaggi nell’impiego di questi dispositivi risiedono nell’ottenimento 

di risultati in tempo reale a bassi costi ed in maniera semplice (Kimmel et al., 2012; 

Mungroo and Neethirajan, 2014). Gli svantaggi riguardano però la bassa sensibilità ed 
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una limitata specificità, a causa della possibilità d’interferenze sulla superficie del 

sensore. 

2.2.4. Sensori calorimetrici 

Questi ultimi, meno diffusi rispetto ai precedenti, sono dispositivi in grado di misurare la 

variazione di temperatura della soluzione contenente l’analita a seguito del decorso di una 

reazione (promossa dall’elemento biologico) che lo vede coinvolto, ed associarla alla 

concentrazione della specie in esame (Thakur and Ragavan, 2013). 

   

Figura 3: Classificazione dei biosensori (Mungroo and Neethirajan, 2014) 
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I capitoli seguenti contengono una review sulle performance dei principali sensori 

elettrochimici applicati alla ricerca di microrganismi, amine biogene e residui di 

antibiotici in matrici alimentari. Il testo sarà oggetto di pubblicazione e la presente 

versione potrà, quindi, subire variazioni in seguito alla sottomissione del lavoro. 

 

Electrochemical sensors to detect bacteria, biogenic amines and veterinary drugs in 

foods: an overview 

 

Abstract 

The availability of reliable and easy-to-use screening methods to detect pathogens, 

residues of veterinary drugs and contaminants is an important concern for food operators 

in every stage of the food supply chain. Moreover, develop portable analytical device that 

work with a small sample pre-treatment is foundamental to obtain a rapid response. For 

this reason, in the last years the number of scientific papers on electrochemical biosensors 

has increased. The range of application in which they operate is very wide and varies 

from industrial sector to environmental monitoring, biodefence and clinical diagnosis. In 

the food sector, the applications regard the determination of biological contaminants 

(micotoxins, biogenic amines, heavy metals), pathogens (bacteria, virus, fungi) and 

residues of veterinary drugs in different types of matrices. In this work the latest 

electrochemical sensors with food-safety applications are presented. The performance 

criteria, such as analysis time and limit of detection are discussed and summarized. Future 

applications are also considered. 
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3. STATO DELL’ARTE 

 

3.1. Elementi caratterizzanti i sensori elettrochimici 

Un biosensore è un dispositivo analitico che incorpora un materiale biologico, con 

funzione di elemento di riconoscimento, all'interno di un trasduttore fisico-chimico. Lo 

scopo è produrre un segnale elettrico che sia proporzionale alla concentrazione di uno 

specifico analita. Questo segnale può quindi essere convertito dal trasduttore in una 

risposta misurabile (Tothill and Turner, 2003). I biosensori elettrochimici si basano 

generalmente su reazioni di catalisi enzimatica da cui deriva la produzione di ioni 

(Thévenot et al., 2001). Un sensore elettrochimico, in particolare, è costituito da tre 

elettrodi: un elettrodo di riferimento (reference electrode), un elettrodo di lavoro (working 

electrode) ed un contro elettrodo (counter electrode). L’analita è coinvolto direttamente 

nella reazione, che avviene sulla superficie dell’elettrodo di lavoro, e gli ioni prodotti 

generano un potenziale che viene paragonato a quello dell’elettrodo di riferimento e da 

cui origina il segnale. I biosensori elettrochimici hanno dimostrato la loro efficacia in 

molteplici applicazioni, dal settore industriale, al monitoraggio ambientale, alla biodifesa, 

alla diagnostica clinica (Sheikh NJ and Sheikh O, 2017). In campo alimentare, il loro 

utilizzo spazia dalla determinazione della presenza di contaminanti biologici 

(micotossine, amine biogene, metalli pesanti) (Ali et al., 2017; Vidal et al., 2013; Parker 

and Tothill, 2009; Trevisani et al., 2019), alla ricerca di microrganismi patogeni (batteri, 

virus, funghi) (Xu et al., 2017), alla determinazione della concentrazione di residui di 

farmaci (antibiotici, antiparassitari, immunostimolanti) (Bunney et al., 2017; Gaudin, 

2017; Singh et al., 2016), in varie matrici alimentari.  
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3.1.1. Micro e nano-materiali 

Negli ultimi anni, sono sempre più frequenti i sensori che prevedono l’utilizzo di micro e 

nano-materiali. Fra questi, i più utilizzati sono: particelle d’oro (gold nanoparticles, 

GNPs), nanotubi (carbon nanotubes, CNTs), grafene (GR), particelle magnetiche 

(magnetic beads, MBs) e polimeri conduttori. Questi materiali vengono utilizzati per 

modificare la superficie degli elettrodi e/o come elementi marker per generare strumenti 

ad alta efficienza (Cinti et al., 2017). Le GNPs, grazie alla loro eccellente elettroattività e 

rapporto superficie/volume, possono essere utilizzate per promuovere il trasferimento di 

elettroni, oppure come sonda redox in ambiente acido (in seguito a dissoluzione 

ossidativa degli atomi d’oro). Diversamente dalle GNPs, i nanotubi sono in grado 

solamente di amplificare la conduttività dell’elettrodo favorendo il raggiungimento dello 

stesso da parte del bioelemento. I polimeri possono essere impiegati sia come carrier di 

elettroni che di cariche e, in base alle condizioni di elettropolimerizzazione, possono 

entrare a far parte di superfici in grado di discriminare diverse classi di batteri (Cinti et 

al., 2017). Le MBs permettono una semplificazione notevole nella pre-concentrazione del 

campione e nella riduzione degli interferenti (Yáñez-Sedeño et al., 2016); in 

combinazione con enzimi e anticorpi marcati consentono di ottenere sensori dalle elevate 

performance (Jones et al., 2019). 

3.1.2. Cross-linking 

Il cross-linking prevede l'utilizzo di glutaraldeide (GA) o altri agenti bifunzionali per 

l'immobilizzazione enzimatica. L’immobilizzazione enzimatica avviene sfruttando un gel 

ottenuto dalla co-reticolazione della glutaraldeide con, ad esempio, albumina di siero 

bovino (BSA) depositato sull'elettrodo. 
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3.1.3. Labelling 

Gli immunosensori elettrochimici sono sensori di affinità basati su un supporto in fase 

solida su cui avvengono le reazioni antigene-anticorpo, che vengono convertite da un 

trasduttore in un segnale elettrochimico. Il concetto che sta alla base di questo tipo di 

sensori è di molto affine al test ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay) 

convenzionale, anche se, diversamente da questa, grazie alla presenza dei trasduttori si 

può ottenere un’efficiente determinazione della formazione degli immunocomplessi e la 

relativa quantificazione del substrato analitico. Gli immunosensori label-based 

prevedono la presenza di un marker legato  ad un antigene (Ag) o ad un anticorpo (Ab) 

che permette lo scambio di elettroni. L’entità del segnale dipende dalla quantità di 

antigene/anticorpo marcato che viene rintracciata e tale valore corrisponde alla presenza 

dell’analita (Cinti et al., 2017). La maggior parte dei sensori immunoenzimatici sviluppati 

per i batteri utilizzano un tipo di sandwich diretto, dove la cellula target è immobilizzata 

fra due anticorpi specifici (di cui uno immobilizzato sulla superficie dell'elettrodo, o altro 

supporto, e l'altro coniugato con un marcatore). La molecola utilizzata come marker può 

essere essa stessa elettricamente attiva oppure essere capace di generare dei prodotti che 

lo sono. Queste molecole sono ampiamente utilizzate ed hanno il vantaggio di poter 

amplificare il segnale (a seconda del tipo e della quantità di marcatore presente). Possono 

anche, tuttavia, influenzare l'efficienza del legame antigene-anticorpo e rendere in questo 

modo la resa del sistema variabile. 
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3.2. Applicazioni nell’industria alimentare 

Le malattie associate al consumo di alimenti di origine animale sono un problema di 

rilevanza globale, con importanti ricadute sulla Sanità Pubblica e sulla popolazione in 

generale. L'avere a disposizione strumenti per l'analisi rapida di queste categorie di 

prodotti, che superino le criticità dei sistemi tradizionali (elevati costi, lunga preparazione 

dei campioni, necessità di personale esperto), rappresenta una nuova sfida per la ricerca 

in sicurezza alimentare. I recenti e crescenti sviluppi dei biosensori elettrochimici hanno 

permesso di raggiungere ottimi risultati, sia riguardo alla determinazione quali-

quantitativa dell'analita (che siano batteri, tossine o residui di farmaci), che nei tempi di 

analisi. Queste tecnologie, infatti, consentono di avere, oltre che un'elevata specificità, un 

metodo di analisi che si adatta a matrici complesse, nonostante le differenze di 

composizione, densità, pH e temperatura. 

 

3.2.1. Istamina e batteri istamino produttori 

 

L’istamina è un composto azotato idrofilo costituito da un anello imidazolico e da un 

gruppo amminico che appartiene alla famiglia delle ammine biogene, è uno dei mediatori 

chimici dell’infiammazione e deriva dalla decarbossilazione dell’istidina ad opera della 

L-istidina decarbossilasi. È una molecola ampiamente diffusa nell’organismo, dove 

ricopre un ruolo importante nelle risposte infiammatorie ed allergiche. Viene ossidata 

dall'enzima mono-diaminossidasi nell’intestino, nel fegato, nei reni, nei polmoni ed in 

altri organi (Loffredi, 2018). Insieme ad altre ammine biogene quali la tiramina, la 

cadaverina e la putrescina può essere, però, presente anche in vari tipi di alimenti a seguito 

dell’azione di alcuni microrganismi ed alle decarbossilasi batteriche da questi prodotte 

(Lange and Wittman, 2002). L'intossicazione da istamina associata al consumo di prodotti 

ittici è un esempio di malattia alimentare dovuto alla sua presenza negli alimenti. Si può 

manifestare, infatti, in seguito al consumo di pesce, o prodotti derivati, contenenti elevate 
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quantità di questa sostanza (Hungerford, 2010; EFSA, 2017). Tra il 2018 e il 2020, le 

allerte registrate sul portale RASFF per la categoria dei contaminanti biologici sono state 

in totale 101, di cui 70 per alimenti contenenti istamina (RASFF Portal). Le 

manifestazioni cliniche sono suddivisibili secondo la sede principale in sintomi cutanei 

(rash cutaneo, orticaria, edema facciale, ponfi, iperemia congiuntivale, prurito); sintomi 

gastrointestinali (diarrea, dolore addominale, nausea, vomito, bruciore, gonfiore della 

bocca e della lingua); sintomi emodinamici (ipotensione, vertigini) e sintomi neurologici 

(mal di testa, palpitazioni, formicolio, disturbi alla visione, tremori, debolezza, sensazione 

di calore) (Kovacova-Hanuskova et al., 2015). In letteratura sono stati riportati episodi di 

intossicazione da scombridi di insolita gravità, con sintomi estremamente seri che hanno 

reso necessari trattamenti d’urgenza per risolvere stati di bronco-spasmo ed ipotensione 

ingravescente fino allo shock. Le manifestazioni sono correlate alla elevata 

concentrazione d’istamina, (Gonzaga et al., 2009) che si accumula a seguito dell’azione 

di batteri produttori di istidino-decarbossilasi, raggiungendo concentrazioni tossiche 

rilevanti soprattutto in alcune specie ittiche nelle cui carni la concentrazione d’istidina 

libera è maggiore (Rawles, 1996). Si ritiene che l'intossicazione da istamina si verifichi 

dopo il consumo di alimenti contenenti ammine biogene a concentrazioni superiori a 500 

ppm. I batteri produttori di istamina (HPB) vengono classificati in base alla attività 

dell'istidina-decarbossilasi, come produttori di istamina deboli, medi e forti (Kristin et al., 

2009; De Las Rivas, 2006). I forti produttori appartengono prevalentemente alla famiglia 

delle Enterobacteriaceae (Morganella, Raoultella, Erwinia, Proteus) (Cantoni, 2008). 

Anche i batteri del genere Photobacterium (P. damselae e P. phosphoreum) hanno 

dimostrato una forte attività istidino-decarbossilante e sono stati implicati in casi clinici 

di intossicazione (Emborg and Dalgaard,  2006; Landete et al., 2008). Questi batteri 

vengono introdotti nei tessuti in conseguenza di modifiche autolitiche post-mortem o di 
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una manipolazione inappropriata del pesce durante le procedure di lavorazione. Poiché i 

prodotti ittici vengono normalmente conservati a temperature prossime allo zero, alcuni 

batteri psicrotolleranti possono avere un ruolo importante nei focolai non correlati a 

un'interruzione della catena del freddo (Kanki et al., 2007; Emborg et al., 2006; Prester, 

2011). Questi batteri includono i batteri Morganella morganii-simili (Morganella 

psychrotolerans) e P. phosphoreum. Il Regolamento (CE) 2073/2005, sui criteri 

microbiologici applicabili ai prodotti alimentari ha stabilito i livelli di accettabilità per 

l’istamina nei pesci appartenenti alle famiglie Scombridae, Clupeidae, Engraulidae, 

Coryfenidae, Pomatomidae e Scombersocidae, fissando i limiti a 100 mg/kg (m), con una 

tolleranza fino a 200 mg/kg (M) in non più di due unità campionarie sul totale di nove. 

Nel caso di prodotti in salamoia che hanno subito un trattamento di maturazione 

enzimatica, i limiti ammissibili d’istamina sono raddoppiati. Mentre per la salsa di pesce 

prodotta mediante fermentazione di prodotti della pesca il limite è fissato a 400 mg/kg 

per un'unica aliquota (Regolamento UE n. 1019/2013). La Food and Drug Administration 

degli Stati Uniti ha fissato un limite di 50 mg/kg per l'istamina nel tonno, nel mahi-mahi 

e nei pesci affini (FDA, 2011).  Per soddisfare questi criteri, gli operatori del settore 

alimentare devono definire degli obiettivi di processo nella gestione delle operazioni e 

quindi essere in grado di stimare l'attività dei batteri produttori di istamina nella catena di 

produzione. Il Regolamento (CE) 2073/2005 e successive modifiche prevedono, inoltre, 

che per la ricerca di istamina venga utilizzato il metodo UNI EN ISO 19343:2017, basato 

sull'utilizzo della cromatografia liquida ad alta prestazione (HPLC) con rilevazione 

fluorometrica. I limiti di questa metodica derivano dal fatto che il processo di 

preparazione dei campioni per l'analisi è lungo e complesso, richiede tecnici qualificati 

ed una strumentazione molto costosa. Queste analisi hanno, inoltre, come finalità 

essenzialmente la stima della quantità di istamina già formata nell’alimento e non 
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forniscono informazioni riguardanti la flora istaminogena. I test ELISA, allo stesso modo, 

richiedono una certa preparazione del campione e personale formato, i tempi di 

incubazione dei campioni possono variare dai 15 ai 90 minuti ed il costo dei kit non è 

trascurabile.  

 

3.2.2. Sensori elettrochimici per istamina  

 

I sensori elettrochimici per la rilevazione dell'istamina nel pesce si basano essenzialmente 

sulla realizzazione di un cross-linking sulla superficie dell'elettrodo o sull'utilizzo di 

CNTs. Perez et al. (2013) utilizzano una membrana costituita da polisolfone, CNTs e 

ferrocene per immobilizzare la diamminossidasi (DAO) e la perossidasi (HRP) sulla 

superficie dell'elettrodo. Il LOD è di 0.17 M in PBS. Le prove su matrici reali sono state 

effettuate utilizzando campioni di acciughe, tonno, sardine, gamberetti e sgombro. Sono 

stati utilizzati sia SPE che dual-SPE. Il metodo è stato in grado di rilevare da 26 ± 1 a 208 

± 19 g/g di istamina in 20 secondi (SPE). Entrambi i sensori hanno permesso di 

quantificare l'istamina presente nei campioni. Tuttavia, con l'SPE nel tonno è stata rilevata 

un'interferenza derivante da fenomeni ossidativi, non presente nel dual-SPE. Un altro 

sensore per istamina è stato realizzato utilizzando una percentuale di tetratiafulvalene per 

realizzare l'SPCE. GA e BSA sono state utilizzate per immobilizzare l'istamina 

deidrogenasi (HDH) nel cross-linking. Il LOD di questo sensore è di 8.1 ± 0.7 M in PBS 

e l'intervallo di risposta va da 8 a 60 M. Le prove su matrici reali (contenenti una quantità 

certificata di istamina, pari a 8.7 mg/kg) hanno mostrato che il sensore è in grado di 

quantificare l'istamina nei campioni (8.7 mg/kg vs 8.9 ± 0.4 mg/kg). Un dual-SPCE è 

stato utilizzato per testare sia istamina che putrescina in campioni di polpo. I risultati sono 

paragonabili a quelli ottenuti con il metodo di riferimento HPLC. 
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3.2.3. Escherichia coli verocitotossici 

Gli Escherichia coli produttori di Shiga-Tossina o verocitotossici (STEC o VTEC) sono 

agenti zoonosici in grado di produrre tossine pericolose per la salute umana, inducendo 

una grave forma di diarrea emorragica. Una possibile complicazione è la sindrome 

emolitico-uremica (SEU), caratterizzata da una grave insufficienza renale acuta, associata 

ad anemia e piastrinopenia, che talvolta si rivela fatale (Istituto Zooprofilattico 

Sperimentale del Lazio e della Toscana, n.d.). L'infezione da VTEC si trasmette 

prevalentemente attraverso il consumo o la manipolazione di cibi contaminati e attraverso 

il contatto con animali infetti. L'ulteriore trasmissione da persona a persona è possibile in 

caso di stretto contatto. Vari generi alimentari sono stati associati all'origine di questo tipo 

d'infezione, quali ad esempio la carne bovina non sufficientemente cotta, il latte non 

pastorizzato, vari prodotti freschi (cetrioli, germogli, spinaci e insalate), il succo di mela 

non pastorizzato e il formaggio (EFSA 2013). E' sufficiente un numero molto ridotto di 

VTEC per provocare l'infezione nell'essere umano (Delannoy et al., 2013). I ceppi  di 

VTEC possono appartenere a differenti sierotipi, ma i casi di infezione riportati nell’uomo 

risultano causati prevalentemente da E. coli O157, O26, O111, O103 e O145 (EFSA, 

2013). Il sierotipo più importante dal punto di vista clinico ed alimentare è l'E. coli 

O157:H7 ma, recenti epidemie di E. coli O26 sottolineano come questo sia un rischio 

emergente di infezione, in particolare associato ai prodotti lattiero-caseari (ECDC, 2017; 

Severi et al., 2016; Germinario et al., 2016). Sebbene non esista ad oggi uno standard 

internazionale di riferimento per la determinazione e l'isolamento di VTEC non-O157, il 

metodo maggiormente impiegato per il rilevamento di VTEC negli alimenti e per la 

determinazione dei sierogruppi O157, O111, O26, O103 e O145 si basa su metodiche 

colturali associate a real-time PCR (RTi-PCR) (ISO/TS 13136:2012). I ceppi positivi per 

il gene della verocitotossina 2 (vtx2) e per i geni eae (che codificano la produzione di 
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intimina) sono associati a un rischio più elevato di malattie gravi rispetto ad altre 

combinazioni di geni di virulenza (EFSA, 2013; Delannoy et al., 2013). Per questo, la 

rilevazione mediante PCR di geni che codificano per le tossine Shiga e le intimine 

differenziano efficacemente i ceppi citotossici dai ceppi non patogeni. Questi metodi, 

tuttavia, hanno il limite che tra l'arrivo del campione al laboratorio ed il risultato analitico 

intercorrono diversi giorni. I biosensori sono, invece, in grado di dare una risposta in ore 

o minuti. 

 

3.2.4. Sensori elettrochimici per Escherichia coli O157:H7 

Tra i primi sensori per Escherichia coli vi è quello sviluppato da Abdel-Hamid et al., un 

immunosensore amperometrico in grado di rilevare da 1 x 102 a 6 x 102 CFU/mL di E. 

coli O157:H7 in 30 min (Abdel-Hamid et al., 1999). Brewster e Mazenko ne hanno messo 

a punto uno basato sulla cattura per filtrazione delle cellule legate ad anticorpi marcati 

con fosfatasi, il cui LOD è di 5 x 103 CFU/mL (in 25 min) (Brewster and Mazenko, 1998). 

Un altro immunosensore, di tipo conduttimetrico, viene invece sviluppato da 

Muhammad-Tahir e Alociljia, ed è in grado di rilevare 7. 9 x 101 CFU/mL in 10 min. La 

risposta del sensore di Muhammad a E. coli O157:H7 è significativa rispetto al controllo 

negativo, tuttavia non vi sono differenze statisticamente rilevanti fra i vari livelli di 

contaminazione superiori al LOD. Sono stati eseguiti anche dei test di cross-reattività con 

E. coli non patogeni e due diverse sierovarianti di Salmonella enterica (Thompson e 

Typhimurium) (Muhammad-Tahir and Alocilja, 2003). Nei test sugli alimenti il LOD è 

di 8.1 x 101 CFU/mL. Un sensore ELIME è stato, invece, sviluppato da Gehring et al. per 

la determinazione rapida di E. coli O157:H7. Poiché la tecnica prevede un sandwich, gli 

anticorpi di cattura sono legati alle MBs e gli altri sono coniugati con fosfatasi. Le MBs 

vengono attirate sull'elettrodo tramite un magnete (multiwell plate format). L'aggiunta del 
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substrato (1-naftil fosfato) porta alla liberazione di elettroni che vengono convertiti in 

segnale attraverso il trasduttore elettrochimico. Con questa tecnica è stato possibile 

rilevare cellule vitali di E. coli O157:H7 sia in TBS che in succo di mela (pH portato a 

7.6), con un tempo totale di analisi di 80 min. Il LOD è di 5 x 103 CFU/mL (Gehring and 

Tu, 2005). Lin, invece, utilizza un sandwich indiretto, con anticorpi marcati. Sugli 

elettrodi in carbone (SPCEs), le GNPs vengono immobilizzate con glutaraldeide. Le 

GNPs fanno da supporto agli anticorpi specifici per E. coli O157:H7, mentre gli anticorpi 

coniugati con HRP vengono aggiunti dopo il contatto col campione e incubati a 37 °C per 

15 min. Il perossido di idrogeno e l'acido ferrocendicarbossilico vengono utilizzati come 

substrati. I risultati mostrano che l'utilizzo delle GNPs permette di amplificare 

sensibilmente la risposta del sensore. L'intervallo di misura va da 102 a 107 CFU/mL. Il 

limite di quantificazione nel latte è di 6 x 102 CFU/mL in PBS e 5.3 x 103 CFU/mL. 

Questo tipo di sensore ha buone potenzialità per un utilizzo in campo e potrebbe far parte 

di un sistema integrato volto alla determinazione rapida di E.coli O157:H7 nel latte (Lin 

et al., 2008). Altri sensori costituiti da SP-IDME (screen-printed interdigitated 

microelectrode) riportano un LOD di 102 CFU/mL (Xu, 2016) e 104 CFU/mL (Radke and 

Alocilja, 2005) in brodo di coltura, e 2.05 x 103 nella carne di manzo. I sensori 

elettrochimici per E. coli fin qui descritti riguardano essenzialmente E. coli O157:H7.  In 

letteratura, infatti, sono pochi gli studi su VTEC diversi da E. coli O157:H7. Alcuni 

sensori di tipo aptamer based e gene-based sono stati sviluppati per altri sierotipi (Wang 

et al., 2019; Zhao et al., 2018; Zhang et al., 2013 e Luo et al., 2012), ma richiedono 

l'utilizzo di molecole bioingegnerizzate. Il primo immunosensore per E.coli O 26 è quello 

sviluppato dal nostro gruppo di ricerca. L'utilizzo di anticorpi specifici per E. coli O26, 

come quelli utilizzati per il nostro biosensore, rappresentano la scelta migliore per 

indagare la presenza di questo sierotipo in matrici alimentari.  
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TIPO DI 
SENSORE 

TECNICA 
ELETTROCHIMICA 

MICRO E 
NANO-
MATERIALI 

PREPARAZIONE DEL SENSORE E 
ANALISI 

LOD 
BRODO 
DI 
COLTURA 
(CFU/mL) 

MATRICI 
ALIMENTARI E 
PERFORMANCE 

TEST DI CROSS-REATTIVITA' FONTE 

in-house amperometria / 40 min 100 / / 
Abdel-
Hamid et al. 
1998  

GCE voltammetria / 25 min 5000 / / 
Brewester e 
Mazenko 
1998 

in-house conduttimetria / 10 min (+preparazione) 79 
vegetali                  
81 
CFU/mL 

E. coli non patogeni 

Muhammad-
Tahir e 
Alociljia 
2004 

GR voltammetria MBs 80 min 3300 

succo di 
mela   
1500 
CFU/mL 

/ 
Gehring et al 
2005 

SPCEs amperometria GNPs 4 h 600 
latte                
5003 
CFU/mL 

 E. coli K12, Listeria 
monocytogens,  
Salmonella 
choleraesuis, Vibrio 
parahaemolyticus 

Lin 2008 

 

Tabella 2: Sensori elettrochimici per E. coli 

[in-house, developed in laboratory; GCE, glassy carbon electrodes; GR, graphene] 

 

 

3.2.5. Sensori elettrochimici per Salmonella 

 

Fra i label-based, troviamo i sensori sviluppati da due diversi gruppi di ricerca (Xiang et 

al., 2015; Fei et al., 2015), che prevedono l'utilizzo di GNP. Xiang utilizza un idrogel a 

base di chitosano in cui vengono disperse le GNPs per modificare la superficie 

dell'elettrodo e creare un film composito ove immobilizzare gli anticorpi anti-Salmonella. 

Dopo un periodo di incubazione di un'ora in una soluzione contenente i batteri e un'altra 

ora a contatto con gli anticorpi coniugati con HRP, si viene a formare un sandwich GNP-

Ab-Salmonella-AbHRP. Per le analisi è stata utilizzata una voltammetria differenziale ad 

impulsi ed i risultati delle misurazioni seguono un andamento lineare da 10 a 105 

CFU/mL, con un LOD pari a 5 CFU/mL in PBS-Tween. Il tempo di analisi è pari a 4 ore 

escluso l'arricchimento (24 h). Nonostante non vengano dettagliati i tempi di preparazione 

dell'elettrodo, si può affermare che il tempo totale delle analisi sia molto buono. Per 
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quanto riguarda le applicazioni in campo, sono state fatte alcune prove su matrici 

alimentari (latte), con un range fra 1.4 e 4.8 x 103 CFU/mL (Xiang et al., 2015). Allo 

stesso modo, Fei utilizza le GNPs per sviluppare un immunosensore per Salmonella 

pullorum e gallinarum. Le GNPs vengono depositate su di un elettrodo SPE in carbone 

al fine di catturare gli anticorpi e garantire la trasmissione del segnale. Alle GNPs, per 

generare un miglior micro-ambiente per gli anticorpi, è stato aggiunto un liquido ionico 

a base di BMIMPF6. Gli anticorpi specifici anti-S. pullorum e gallinarum (isolati da siero 

di coniglio) sono stati lasciati a contatto con le GNPs sulla superficie del sensore, 

conservato poi per 12 ore a 4 °C. Per bloccare i siti non specifici è stata utilizzata BSA 

(0.25%), con un tempo di incubazione di 1 ora. Dopo 40 minuti di contatto fra gli anticorpi 

di cattura e Salmonella (T=30 °C), sono stati aggiunti gli anticorpi marcati con HRP (40 

min, 30 °C). Come substrato per l'enzima sono stati utilizzati perossido di idrogeno e 

tionina (nella sua forma ridotta) ed il prodotto della reazione derivante (tionina ossidata) 

ha generato un segnale, letto tramite voltammetria ciclica, misurando il picco di riduzione. 

Il range entro cui opera questo sensore è di 104-109 CFU/mL, con un LOD pari a 3 x 103 

CFU/mL (Figura 4, Fei et al., 2015). L'applicabilità del sensore è stata verificata su 

campioni di uova e carne di pollo, contaminati in laboratorio, insieme a delle prove 

colturali classiche. La minor sensibilità può essere imputabile all'utilizzo di matrici 

complesse. 
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Figura 4: Parti che costituiscono un immunosensore (Fei et al., 2015). 

 

Un altro gruppo di ricerca ha sviluppato un sensore per Salmonella enterica subs. enterica 

sierovar. Typhimurium, utilizzando le MBs come supporto per un immunocomplesso 

formato da Salmonella e GNPs coniugate con anticorpi anti-Salmonella. Il tempo di 

analisi è di 1 ora e 30 minuti. Il range di applicazione è 103-106 CFU/mL con un LOD 

pari a 143 CFU/mL (Afonso et al., 2013). Il sensore è stato testato anche su due campioni 

di latte contaminato, con buone performance. Il gruppo di ricerca di Brandão ha studiato, 

invece, la differenza fra MMBs (2.8 m) e NMBs (300 nm) in un immunosensore per 

Salmonella, serovar Typhimurium, realizzato con anticorpi di cattura monoclonali e 

anticorpi anti-Salmonella policlonali marcati con HRP. Il LOD è di 538 CFU/mL con le 

MMBs e 291 CFU/mL con le NMBs, per le prove fatte in latte. Nonostante le NMBs 

diano risultati apparentemente migliori, sono stati segnalati dei problemi di adsorbimento 

non specifico e tempi di cattura maggiori (Brandão et al., 2015). Sono stati analizzati, 
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successivamente, anche campioni in latte previo arricchimento  (0, 4, 6, 8 e 10 ore) ed il 

sensore ha dimostrato la capacità di rintracciare 1 cellula batterica in 25 mL, dopo 8 ore 

di pre-arricchimento (Brandão et al., 2015). Questo sensore sarebbe quindi in grado di 

identificare i campioni non conformi in base ai criteri posti dalla legislazione (Reg. 

2073/2005 della Commissione Europea). Il gruppo di ricerca di Fabiani, invece, dopo 

aver sviluppato un sensore ELIME per la ricerca di Salmonella enterica in acque di 

irrigazione (Volpe et al., 2016), ha sviluppato un sensore per testare la contaminazione 

dai sierotipi S. Napolis e S. Thompson su vegetali a foglia verde (sia prodotto fresco che 

ready-to-eat) (Fabiani et al., 2017). I campioni sono stati contaminati con 1-10 CFU di 

Salmonella/25 gr e testati in parallelo con test ELIME e RTi-PCR (con un pre-

arricchimento di 20 ore e 8 ore a 37° C, rispettivamente). I risultati mostrano che entrambi 

i metodi sono in grado di rilevare la presenza di 1-10 CFU di Salmonella in 25 gr di 

alimento (i campioni sono stati testati anche con metodo ISO 6579:2002 per la conferma). 

Un'informazione che spesso manca, ma che in questo lavoro viene esplicitata, riguarda il 

costo delle analisi: il costo totale di entrambe le analisi è di circa 6 euro per 3 ripetizioni 

(escludendo i macchinari). Nonostante il tempo di arricchimento richiesto dalla RTi-PCR 

sia minore, il biosensore permette di avere a disposizione una strumentazione portatile e 

a basso costo, con tecnologia miniaturizzata che permette di eseguire un elevato numero 

di analisi, senza la necessità di laboratori dedicati e la presenza di personale esperto. 

Sensori di questo tipo rappresentano un valido approccio alla sicurezza alimentare, 

nell'ottica di un'ottimizzazione dei piani HACCP per i prodotti freschi. I tempi di analisi 

delle prove standard richiedono, infatti, almeno 5 giorni (ISO 6579:2002) e non 

garantiscono una risposta adeguata a questa categoria di prodotti. 
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Un sensore label-free è stato infine sviluppato da Farka et al. per la determinazione rapida 

di Salmonella Typhimurium, basato sulla spettroscopia di impedenza elettrochimica 

(EIS) (Farka et al., 2016). Gli anticorpi specifici sono immobilizzati sulla superficie di un 

SPE in oro tramite un monostrato in cisteamina, attivato con glutaraldeide. Questo 

sensore è in grado di rilevare 1×103 CFU/mL. Lo svantaggio è che il metodo richiede una 

modifica dell'elettrodo, con una conseguente perdita di sensibilità ed un maggior tempo 

per lo svolgimento delle analisi. 

 

 

Tabella 1: Sensori elettrochimici per Salmonella 

[GCE, glassy carbon disk electrodes; SPE, SPEs screen-printed electrodes; EIS, electrochemical 
impedance spectroscopy; GNPs, gold nano-particles; MBs, magnetic beads; LOD limit of 

detection] 

 

TIPO DI 
SENSORE 

TECNICA 
ELETTROCHIMICA 

MICRO E 
NANO-
MATERIALI 

PREPARAZIONE 
DEL SENSORE E 
ANALISI 

LOD 
BRODO 
DI 
COLTURA 
(CFU/mL) 

MATRICI ALIMENTARI E 
PERFORMANCE 

TEST DI CROSS-
REATTIVITA' 

FONTE 

GCE 
voltammetria 
differenziale a 
impulsi 

GNPs 4 h 5 
latte,  
1.4 e 4.8 x 103 CFU/mL                  

lievito, E. coli Xiang 2015 

SPE voltammetria ciclica GNPs 14 h 20 min 3000 
uova e carne di pollo 
(accuratezza 80-
100%) 

E. sakazakii, E. coli, 
S. aureus, B. 
subtilis, B. cereus  

Fei 2015 

SPE 
voltammetria 
differenziale a 
impulsi 

MBs/GNPs 1 h 30 min 143 
latte                 (recupero 
83-94%) 

E.coli Afonso 2013 

GCE amperometria NMBs 1 h 462 
latte LOD 261 CFU/mL                 
LOD 1 CFU/25 mL             
(8 ore arricchimento) 

E.coli Brandao 2015 

GCE amperometria MMBs 1 h 853 latte LOD 538 CFU/mL E.coli Brandao 2016 

8-SPE 
strip 

amperometria MBs 1 h 1000 
vegetali a foglia verde 
LOD 1 CFU/25 gr         
(20 h arricchimento) 

P. aeruginosa, S. 
sonnei, S. ureus, E. 
coli, S. xylosus, L. 
innocua, L. 
monocytogenes, C. 
freundii, E. 
aerogenes, E. 
cloacae, A. 
hydrophila, C. 
braaki, M. 
morganii, K. 
pneumoniae, H. 
alvei, 
S.liquefaciens 

Fabiani 2017 

gold 2-
channel 
SPE 

EIS / 
15 h                
(in matrice) 

1000 
latte 
LOD  103 CFU/mL 

E.coli Farka 2016 
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3.2.6. Sensori elettrochimici per la ricerca di antibiotici 

I biosensori possono trovare applicazione anche nel controllo dei residui di farmaci ad 

uso veterinario, su prodotti quali fluidi corporei e alimenti di origine animale, oltre che 

per il monitoraggio ambientale. La diffusione degli antibiotici ed il loro utilizzo 

sconsiderato rappresentano, infatti, un forte rischio per la Sanità Pubblica, poiché vanno 

ad incrementare la diffusione dell'antibioticoresistenza. In letteratura, i primi lavori sui 

sensori elettrochimici per la ricerca di antibiotici che prevedono l'utilizzo di anticorpi 

risalgono al 2007 (Ionescu et al., 2007). Negli anni successivi vi è un rapido incremento 

nelle pubblicazioni e nell'interesse di costruire sensori di rapida e facile applicazione. 

Conzuelo ed il suo gruppo di ricerca hanno studiato e sviluppato un sensore 

amperometrico per la ricerca di tetracicline nel latte, con l'utilizzo di anticorpi e MBs 

funzionalizzate con proteina G. Il saggio è di tipo competitivo, dove l'antibiotico (TC) 

compete con un tracciante enzimatico (TC-HRP) legato ad una molecola di antibiotico. 

L'aggiunta del substrato (H2O2) in presenza del mediatore idrochinone (HQ), permette di 

registrare il segnale di risposta amperometrica (figura 5).  

 

Figura 5: Immunosensore amperometrico con MBs per la ricerca diretta di residui di tetracicline 
nel latte (Conzuelo et al, 2012). 
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Il LOD di questo sensore è di 1.9 ng/mL, l'intervallo di misura va da 6.3 a 380.7 ng/mL 

in PBST-latte. È stata testata la possibile interferenza legata alla presenza di ioni Calcio 

(Ca 2+) e la selettività del sensore rispetto a 6 antibiotici diversi da tetraciclina. In entrambi 

i casi non vi è una variazione significativa del segnale (LOD 8.9 ng/mL PBST-Ca-latte, 

CR<1%). Il sensore ha mostrato anche una buona riproducibilità e conservabilità nel 

tempo. I risultati di questo studio permettono di considerare questo sensore un ottimo 

strumento in grado di determinare la presenza di tetracicline nel latte, per valori al di sotto 

dei limiti di legge (Conzuelo et al., 2012a). Lo stesso metodo è stato impiegato per 

sviluppare un immunosensore per i sulfamidici. Gli antibiotici di cattura vengono, in 

questo caso, immobilizzati su di un sensore SPE modificato con acido 4-amminobenzoico 

(4-ABA). Il meccanismo di competizione è lo stesso del precedente ed in questo caso il 

range di applicazione va da 0.6 a 64.2 ng/mL, con un LOD pari a 0.15 ng/mL in PBST. 

La selettività è stata testata su quattro antibiotici non target, mostrando una buona 

risposta. La percentuale di recupero in latte contaminato è pari al 103%. Il LOD nel latte 

intero, non diluito, è pari a 0.20 ng/mL, molto al di sotto dei limiti di legge (Conzuelo et 

al., 2012b). Tra i sensori label-free troviamo quello sviluppato da El-Moghazy et al.  Si 

tratta di un immunosensore realizzato su SPCE, a cui viene aggiunto uno strato di 

poly(vinyl alcohol-co-ethylene) (PVA-co-PE) a cui sono legati gli anticorpi anti-

cloramfenicolo (El-Moghazy et al., 2018). Il PVA-co-PE è un polimero idrofilo, non 

tossico, utilizzato per formare membrane nano-fibrose ad alta biocompatibilità, 

estremamente assorbenti. In questo studio, viene utilizzato per migliorare la risposta del 

sensore, consentendo di raggiungere un LOD pari a 0.0047 ng/mL, range 0.01–10 ng/mL. 

Anche la selettività e la specificità sono buone e, in particolare, sono state testate le 

performance del sensore in presenza di amoxicillina, gentamicina, sulfametazina e 

ciprofloxacina. Le prove su matrici reali sono state svolte in latte. Infine, un 
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immunosensore per la ricerca simultanea di più antibiotici (cefalosporine, sulfamidici e 

tetracicline) è stato sviluppato da Conzuelo nel 2014. Questo sensore è stato utilizzato sia 

per l'analisi di latte fresco (previa inattivazione delle lattoperossidasi endogene) che UHT 

e si è mostrato in grado di rilevare la presenza di residui di antibiotici nei campioni 

contaminati, per valori al di sotto dei rispettivi LMR, in soli 5 minuti (Conzuelo et al., 

2014). Tuttavia, è necessario specificare che questo tipo di sensore è in grado di 

determinare solamente la presenza/assenza di residui antibiotici nel campione. Non è, 

invece, in grado di identificare la molecola rintracciata. 

 

MOLECOLA DI INTERESSE 
TIPO DI 
SENSORE 

TECNICA 
ELETTROCHIMICA 

MICRO E 
NANO-
MATERIALI 

PREPARAZIONE 
DEL SENSORE E 
ANALISI 

LOD BRODO DI 
COLTURA 
(CFU/mL) 

MATRICI 
ALIMENTARI E 
PERFORMANCE 

TEST DI CROSS-
REATTIVITA' 

FONTE 
BIBLIOGRAFICA 

Tetraciclina 
cloridrato 
Ossitetraciclina 
Clortetraciclina 
Doxiciclina 

SPCE amperometria MBs 1h 
LOD 8.9 
ng/mL 

latte,                                      
LOD 1.9 
ng/mL 
(recupero 
99%) 

Ampicillina, 
Amoxicillina, 
Pennicillina G, 
Entrofloxacin, 
Sulfapiridina, 
Cefapirina 

Conzuelo            
2012a 

Sulfamerazina 
Sulfametazina 
Sulfadiazina 
Sulfacloropiridazina 
Sulfacetamide 
Sulfatiazolo 

 SPCE amperometria  4-ABA 30 min 
LOD 0.15 
ng/mL 

latte intero,                        
LOD 0.20 
ng/mL 

Pennicillina G, 
Entrofloxacin, 
Tetraciclina 
cloridrato, 
Cefapirina 

Conzuelo             
2012b 

Cloramfenicolo SPCE amperometria 
PVA-co-
PE 

6 h e 30 min 
LOD 
0.0047 ng/mL 

latte,                                     
range 0.05- 
1 ng/mL 
(recupero 
>92%) 

Amoxicillina, 
Gentamicina, 
Sulfametazina, 
Ciprofloxacina 

El-Moghazy 
2018 

Cefalosporine 
Sulfamidici 
Tetracicline 

SPCE amperometria 
modified 
MBs 

5 minuti / 
latte fresco 
e UHT, 
LOD < LMR 

/ 
Conzuelo 
2014 

 

Tabella 3: Sensori elettrochimici per la ricerca di antibiotici 

[4-ABA, 4-aminobenzoic acid; PVA-co-PE, poly (vinyl alcohol-co-ethylene)] 
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Lo sviluppo di metodi di analisi, come quelli presentati in questo lavoro, rappresenta un 

importante passo avanti per la ricerca in questo settore. I biosensori elettrochimici si 

configurano, infatti, come strumenti di facile applicazione in grado di identificare e 

quantificare la presenza di patogeni e residui di farmaci veterinari in varie matrici 

alimentari. L'utilizzo di micro e nano-materiali, inoltre, consente una semplificazione 

delle procedure e migliori performance. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari al fine di 

rendere questi strumenti attrattivi per l'industria alimentare. 
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4. SCOPO DELLA TESI  

La possibilità di monitorare la presenza di residui di farmaci veterinari e contaminanti 

biologici negli alimenti può trarre beneficio dall’uso di metodi di screening affidabili e di 

facile utilizzo. A tal fine, sono in fase di sviluppo molteplici applicazioni di biosensori in 

grado di coniugare sistemi di rilevamento biologico-specifici con trasduttori elettronici o 

ottici capaci di rilevare, amplificare, elaborare e misurare il segnale derivante 

dall’interazione tra un substrato costituito da enzimi, anticorpi o apteni e contaminanti 

ambientali o alimentari. Lo sviluppo di biosensori permette di rilevare la presenza di 

quantità residuali di un determinato analita in varie matrici sia animali che alimentari. 

Per questo Progetto di Ricerca sono state messe a punto tecniche di analisi elettrochimiche 

per rilevare quantitativamente la presenza di istamina e di batteri istaminogeni in 

campioni di pesce e determinare la presenza di ceppi di Escherichia coli nel latte crudo. 

Sono stati condotti anche degli studi riguardanti la presenza di residui di farmaci 

veterinari negli alimenti. 

Lo scopo di queste ricerche era quello di: 

• Sviluppare diversi tipi di sensori elettrochimici ed immunoenzimatici (II) e valutare le 

loro potenzialità come metodi di analisi rapida (I-II). 

• Validare i risultati mediante comparazione con metodi analitici di riferimento (I-II). 

• Avviare uno studio per lo sviluppo di biosensori per i residui di farmaci veterinari negli 

alimenti sulla base di dati derivanti dal campionamento ufficiale e da informazioni 

raccolte al macello 
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5. MATERIALI, METODI E RISULTATI 

 

5.1. Strumenti 

Le prove elettrochimiche sono state effettuate con un bi-potenziostato/galvanostato 

portatile, Stat 400 della Dropsens (Oviedo, Spain) (I) e con il potenziostato Metrohm 

Autolab (II), collegato tramite un cavo di connessione Dropsens CAST al sensore SPCE. 

Il software di gestione DropView 8400 è stato utilizzato per controllare lo strumento e 

svolgere le analisi, tramite un personal computer in ambiente Window 7 (I, II). In alcuni 

casi è stato utilizzato anche il software NOVA 2.0 (II). La cella conica CFLWCL-CONIC 

(Dropsens) ci ha permesso di mantenere il campione sull'elettrodo (I), mentre nei test con 

le immunobeads è stato utilizzato un magnete posto direttamente sotto l'SPCE (II). 

 

5.2. Reagenti 

Per le analisi (I) sono state utilizzate, la diamino ossidasi (DAO) da rene suino, la 

perossidasi di rafano (HRP), la  sieroalbumina bovina (BSA), la glutaraldeide (GA), il 

mediatore redox ferrocianuro di potassio triidrato [K4Fe(CN)63H2O],  l'istamina 

dicloridrato, il sodio fosfato dibasico anidro (Na3HPO4), il sodio fosfato monobasico 

monoidrato (Na3HPO4 H2O), il cloruro di potassio (KCl) e l'idrossido di potassio (KOH), 

l'acido cloridrico (HCl), l'acido tricloroacetico (TCA), il Cloruro di sodio (NaCl), la 

ftaldeide (OPA) e l'istidina acquistati dalla Sigma Aldrich. Tutte le soluzioni standard 

sono state preparate in tampone fosfato  (PBS, 0.1  M  HPO4−2/H2PO4−,  pH  7.4, con  

0.1  M   KCl) con acqua deionizzata ottenuta per osmosi inversa  (RO) tramite il sistema 

di purificazione New Human Power II (Human Corporation, Korea). I terreni di coltura 

come Tryptone Soy Broth (TSB), Tryptone Soy Agar (TSA), Violet Red Bile Glucose 

Agar (VRBGA), thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose agar (TCBS), Iron Agar-Lyngby 
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(IA) ed il peptone provengono dalla Thermo Scientific Oxoid (Basingstoke, United 

Kingdom). I terreni colturali impiegati nel secondo sensore (II), tra cui Buffered Peptone 

Water (BPW), PBS, TSA, triptone bile agar con X-glucuroide (TBX) e le IMB 

(Dynabeads, anti-EPEC/VTEC O26), sono stati acquistati da Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA). La BSA, la 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) ed il Tween®20 

provengono dalla Sigma-Aldrich (Milano, Italia). Gli anticorpi di capra anti-E.coli O26, 

marcati con la perossidasi (DAHrp), provengono dalla Seracare Life Sciences (Milford, 

USA). I primer per la PCR verso il gene specifico wzx O26 sono distribuiti dalla Eurofins 

Genomics (Milano, Italia). Il ceppo di E.coli O26, non verocitotossico, utilizzato per 

contaminare sperimentalmente i campioni è stato isolato da Trevisani et al. (2014). 

 

5.3. Campioni  

Sono stati testati 8 lotti di tonno fresco a filetti (Thunnus albacares), comprati in due 

diversi supermercati (I). Dal momento dell'acquisto, fino all'arrivo in laboratorio, i 

campioni sono stati mantenuti a bassa temperatura e processati entro 1 ora. Da ogni lotto 

è stata prelevata una porzione di 25 gr per l'analisi della flora istaminogena di fondo, la 

restante parte è stata suddivisa in piccole parti di 5 gr. I campioni di 5 gr sono stati quindi 

coperti con una pellicola in polietilene e conservati in frigorifero a 4°C. Dopo 1 settimana 

il livello di istamina in essi contenuto è stato misurato con sensore amperometrico.  

 

I campioni di latte (II) sono stati, invece, prelevati da quattro diversi distributori di latte 

crudo presenti nella Provincia di Bologna, mantenuti refrigerati fino all'arrivo in 

laboratorio (< 1 ora). 
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5.4 Procedura operativa degli esperimenti di voltammetria ciclica e di       

cronoamperometria 

Una parte degli esperimenti di voltammetria ciclica e di cronoamperometria sono stati 

eseguiti in cella (I), altri prevedevano il posizionamento di un sensore SPE su di una 

superficie magnetica (II). Per la determinazione del valore di corrente da utilizzare nelle 

analisi è stata eseguita la voltammetria ciclica dapprima sulla soluzione tampone (PBS), 

a cui poi è stato aggiunto il mediatore (med) e infine il campione. 

 

5.5. Sviluppo di un biosensore per la determinazione dell’istamina (I) 

Il nostro interesse era quello di sviluppare un metodo rapido da utilizzare come strumento 

di screening per rilevare l'istamina e la presenza dei batteri istaminoproduttori in campioni 

alimentari, già a bassissime concentrazioni. Il sensore è stato sviluppato immobilizzando 

istidina decarbossilasi e HRP sulla superficie di elettrodi serigrafati mediante una 

procedura di reticolazione (cross-linking) che impiega glutaraldeide e BSA. Il segnale 

generato in presenza di istamina sulla superficie dell'elettrodo è stato quindi misurato 

mediante cronoamperometria grazie alla reazione derivante dal contatto con un mediatore 

redox solubile. Parallelamente, la flora istaminogena naturale dei campioni è stata messa 

in coltura ed identificata. 

 

5.5.1. Preparazione dell'elettrodo  

Per realizzare il cross-linking, la DAO e l'HRP sono state immobilizzate sulla superficie 

dell'elettrodo SPCE (DRP-150, Dropsens) utilizzando BSA e GA. In una prima fase, 10 

mg di DAO e 5 mg di HRP sono stati disciolti in 100 L di tampone fosfato (0.1 M) 

ciascuno. Quindi, 70 L di DAO e 30 L di HRP sono stati uniti in un'unica soluzione, 

in cui sono stati disciolti 4 mg di BSA. Infine, 15 mL della soluzione DAO-HRP-BSA 
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sono stati uniti a 5 L di GA (2.5%). Di questi, 10 L sono stati depositati 

immediatamente sull'elettrodo e lasciati asciugare a temperatura ambiente. L'elettrodo 

così costituito è stato poi lavato per rimuovere l'enzima in eccesso e conservato in 

tampone fosfato a 4 °C fino al momento dell'utilizzo. 

 

5.5.2. Procedura di calibrazione e tecnica di analisi  

I campioni e le soluzioni standard di istamina sono state preparate in tampone fosfato (0.1 

M, pH 7.4) contenente ferrocianuro di potassio 50 mM (PBS-Med). Prima dell'aggiunta 

del campione, 100 L di PBS-med sono stati depositati sull'elettrodo e la corrente 

misurata a - 0.025 V (test sul bianco). La quantità di istamina presente nel campione è 

stata calcolata mediante il metodo della retta di taratura, partendo dal valore della corrente 

ottenuto dal campione a cui è stato sottratto il valore del bianco. Tutte le prove sono state 

ripetute tre volte, nelle stesse condizioni. Per la calibrazione sono state preparate delle 

soluzioni standard di istamina a diverse concentrazioni (da 2 a 20 g/mL). I campioni 

sono stati quindi diluiti in PBS-Med fino a raggiungere un valore che rientrasse nel range 

di calibrazione del sensore. Le curve di calibrazione sono state eseguite per ogni nuovo 

elettrodo, poichè ogni minima variazione nella realizzazione del cross-linking poteva 

influenzarne la risposta (Barbosa et al., 2014). Un campione contenente 5 ng/mL di 

istamina è stato utilizzato come controllo prima di intraprendere le sessioni di analisi. 

 

Di seguito vengono riportate le varie prove che sono state effettuate. 

A) Determinazione dei batteri istaminogeni in campioni di pesce fresco 

B) Estrazione dell'istamina e test di recupero 

C) Challenge test e comparazione con metodica HPLC 

D) Durata dell'elettrodo 
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A) Determinazione dei batteri istaminogeni in campioni di pesce fresco 

I campioni sono stati diluiti (1:10) in due aliquote di TSB contenenti l'1% di istidina, il 

2% di NaCl e lo 0,0005% di piridossal HCl (brodo HD). Uno è stato incubato a 20 ° C 

per 3 giorni e utilizzato per il rilevamento dell'istamina. L'altro è stato utilizzato per la 

valutazione della crescita di batteri produttori di istamina (flora di fondo) e, a tal fine, è 

stato inoculato 1 mL e 0,1 mL di campione su quattro diversi terreni: (a) TSA / VRBGA; 

(b) terreno SCW (Seawater Complete Medium), (c) TCBS; (d) IA. Le colonie rosse 

cresciute sulle piastre di  TSA/VRBGA sono state contate e identificate come Morganella 

psychrotolerans o M. morganii con il metodo sviluppato da Podeur et al. ( 2015). In breve, 

è stato distribuito 1 mL di campione su 5 mL di TSA e, dopo 2 ore a temperatura ambiente, 

sono stati aggiunti 12-15 mL di VRBGA. Le piastre TSA/VRBGA sono state poi incubate 

a 25 °C per 2 giorni. Successivamente, sono state selezionate 5 colonie in modo casuale 

dalle piastre con la massima diluizione, queste, quindi, sono state utilizzate per 

l'identificazione e la caratterizzazione delle specie. Le piastre di SCW sono state incubate 

a 5 °C per 10 giorni e osservate al buio per contare le colonie luminose di P. phosphoreum, 

quindi sono state identificate tramite real time-PCR (utilizzando la procedura di Macé et 

al., 2013). Le colonie verdi che sono cresciute su TCBS sono state testate per rilevare la 

presenza di Photobacterium damselae subsp. damselae utilizzando la procedura 

sviluppata da Trevisani et al. (2017). Le colonie nere che sono cresciute sulle piastre di 

IA (25 °C per 3 giorni) indicative di batteri produttori di solfuro di idrogeno (H2S) sono 

state raccolte e identificate come Shewanella spp. mediante colorazione di Gram e per le 

loro caratteristiche biochimiche (sistemi API 20e e API 20NE, BioMérieux, Francia). 

Infine, i campioni non inoculati sono stati analizzati per la presenza di batteri 

istaminoproduttori testando il livello di istamina prodotta nel brodo di arricchimento (20 
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°C per 2 giorni). I ceppi isolati sono stati valutati anche per la presenza del gene 

dell'istidina decarbossilasi. 

 

 

B) Estrazione dell'istamina e test di recupero 

Per l'estrazione dell'istamina, le colture arricchite in brodo HD sono state sterilizzate a 

121 °C per 15 min, quindi centrifugate (15.000 g per 15 min), diluite in PBS-Med e 

analizzate con il biosensore. L'efficienza di estrazione dalle brodocolture e dai campioni 

di tonno è stata valutata con un test di recupero. A questo scopo è stato utilizzato del 

tonno scongelato, in modo da emulare la matrice naturale del campione (tonno 1:10 in 

brodo HD), riducendo l'interferenza di HPB vitali (soprattutto Photobacterium spp.). 

Pertanto, un filetto di tonno (circa 100 g) scongelato a 4 °C è stato tritato, aliquote da 2 g 

sono state addizionate di istamina (0, 500, 1000, 2000, 5000 e 10000 µg/g) e 

omogeneizzate in brodo HD. Sono state testate cinque repliche per ogni livello di istamina 

e ogni campione è stato analizzato in tre repliche. L'intervallo 50-1000 µg/mL è stato 

deciso in base ai valori di istamina sviluppati nel brodo HD da produttori di istamina 

bassi, medi e forti. La concentrazione di istamina è stata calcolata in base alle curve di 

calibrazione costruite per ciascun elettrodo.  

 

C) Challenge test e comparazione con metodica HPLC 

Uno degli obiettivi della nostra ricerca era quello di confrontare i risultati delle analisi 

svolte col biosensore con quelli di un metodo di riferimento ufficiale in un intervallo di 

quantificazione coerente con i limiti imposti dalla legislazione. Il Regolamento (EU) 

2073/2005, sui criteri microbiologici applicabili ai prodotti alimentari ha stabilito i livelli 

di accettabilità per l’istamina nei pesci appartenenti alle famiglie Scombridae, Clupeidae, 
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Engraulidae, Coryfenidae, Pomatomidae e Scombersocidae, fissando i limiti a 100 mg/kg 

(m), con una tolleranza fino a 200 mg/kg (M) in non più di due unità campionarie sul 

totale di nove. Pertanto, è stato effettuato un challenge test utilizzando dei campioni 

provenienti da tre lotti di tonno (23 giugno, 7 luglio e 15 luglio), costituiti da fette di circa 

100 g di tonno. Uno è stato analizzato per rilevare la presenza di HPB di fondo, le altre 

due fette sono state inoculate con 100 µL di una coltura mista di M. psychrotolerans o 

non inoculate, coperte con una pellicola di polietilene a bassa densità e conservate a 10 

°C o 4 °C C per 3 e 5 o 7 giorni, con l'obiettivo di ottenere campioni di pesce con sei 

diversi livelli di istamina, in un range compreso tra zero e 500 ppm. Il primo campione è 

stato omogeneizzato (in modo asettico) in un cutter domestico. Le aliquote da 5 g sono 

state pesate in un recipiente pulito con etanolo, risciacquate con acqua sterile ed essiccate 

in una cabina a flusso laminare. I sottocampioni sono stati testati per la determinazione 

quantitativa di Morganella spp. e Photobacterium phosphoreum (n =2) e per la presenza 

di istamina sia con il biosensore (n =6) che con metodica HPLC (n =6). I sottocampioni 

da 5 g destinati all'analisi con biosensore sono stati diluiti (1:10) con tampone fosfato. Il 

metodo di preparazione per l'analisi HPLC comprendeva l'omogeneizzazione dei 

sottocampioni da 5 g con 60 mL di acido tricloroacetico 10% p/v, 2 mL di HCl 6N e 4 

mL di n-eptano, centrifugazione a 4000 rpm per 15 min e derivatizzazione precolonna del 

supernatante con O-ftalaldeide (OPA). È stato utilizzato un sistema di rilevamento della 

fluorescenza: l'eccitazione è stata fissata a 350 nm e l'emissione è stata letta a 450 nm 

(EN ISO 19343:2017). Il metodo utilizza anche 1,7-diamminoeptano come standard 

interno (IS). La quantificazione dell'istamina è stata eseguita calcolando ciascun fattore 

di risposta contro IS e utilizzando una curva di calibrazione. Il valore LOQ era 10 µg/g. 

La rilevazione di altre ammine biogene non è stata presa in considerazione dal metodo 

convalidato utilizzato in questo studio. 
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D) Durata dell'elettrodo 

La stabilità del sensore è stata valutata periodicamente misurando la risposta allo standard 

di controllo (5 µg/mL) in quattro giorni diversi e per un periodo di 74 giorni. 

 

5.5.3. Risultati 

 

A) Determinazione dei batteri istaminogeni in campioni di pesce fresco 

I batteri produttori di istamina sono stati rilevati in tutti i campioni di tonno (8 lotti) 

conservati a <4 °C per 7 giorni (Tabella 4). Il contenuto di istamina era sempre basso o 

inferiore al limite di rilevamento del metodo, con un massimo di 60 µg/g. Morganella 

psychrotolerans e Photobacterium phosphoreum sono gli HPB più presenti, P. 

phosphoreum è stato rilevato solo nei filetti di tonno sottovuoto. Alcune colonie di P. 

phosphoreum che hanno prodotto una bassa quantità di istamina a 20 °C (in 2 giorni), 

hanno dimostrato di crescere meglio a 4 °C. E' stata verificata la presenza del gene 

dell'HDC mediante PCR in tutti i ceppi, utilizzando i primer progettati da De Las Rivas 

et al. (2006). Tuttavia, a causa di una debole amplificazione, per il ceppo P. damselae è 

stato utilizzato un primer progettato specificamente per questa specie da Trevisani et al. 

(2017). I ceppi di M. psychrotolerans sono stati isolati in due campioni da VRBGA e 

TCBS.  
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B) Recupero di istamina da colture in brodo 

Un aspetto fondamentale nello sviluppo di elettrodi SPCE per il dosaggio dell'istamina è 

garantire un'elevata riproducibilità e la possibilità di eseguire misurazioni accurate su 

molti campioni, senza una significativa perdita di sensibilità. I risultati di precisione e 

accuratezza del metodo basato sui biosensori sono riportati nella Tabella 5. Il massimo 

grado di accuratezza è stato ottenuto con concentrazioni di istamina superiori a 5.000 

µg/g (500 µg/mL). Nell'intervallo di concentrazione 497-1991 µg/g (da 50 a 199 µg/mL) 

le differenze tra le concentrazioni di istamina inoculate e misurate erano relativamente 

basse (bias medio da 12,69 a 6,65%), ma significative.  

 

 

Tabella 5: Precisione e accuratezza del metodo basato sul biosensore per la determinazione quantitativa 

dell'istamina in colture arricchite in brodo. 

 

 

Lot Histamine detected by biosensor Species PCR 
 

 
Culture (µg/ml)a

 Tuna 7 days (µg/g)b
 Strain (µg/ml)c

 
 

id genesd HDCe
 

Feb 21 5,920 24 8,473rt
 M. psychrotolerans Vas +, Gal k− + 

Mar 7  5,770  18    6,518rt M. psychrotolerans Vas +, Gal k−  +  

Mar 13  7,880 <LOD    8,506rt P. damselae   ±∗  

Apr 4 11,046  60 8,212rt  368rt 7,312rt K. oxytoca H. alvei M. psychrotolerans Vas +, Gal k− + + + 

 May 2  1,169  20   88rt ; 332ct P. phosphoreum gyrB  +  

Jun 23  2,216 <LOD  412rt ; 250ct P. phosphoreum gyrB  +  

Jul 7  1.451  na   17rt ; 316ct                          P.  phosphoreum                                           gyrB                             + 

Jul 15                        na                                     na                                      na                         M. psychrotolerans                                        Vas +, Gal k− + 

a histamine produced by sample homogenates enriched in HD broth at 20◦ C, 3 days. b histamine in tuna samples stored at <4◦ C for 7 days. c histamine produced by 

isolated colonies enriched in HD broth at 20◦ C, 2 days (rt) or 4◦ C, 5 days (ct). d PCR identification test M. psychrotolerans (Podeur et al., 2015) and P. phosphoreum 

(Macé et al., 2013). P. damselae, K. oxytoca and H. alvei were identified on the basis of biochemical tests (API 20e and API 20ne). e PCR test for HDC gene of Gram- 

bacteria (De Las Rivas et al., 2006) or specific of P. damselae subsp. damselae∗ (Trevisani et al., 2017). na, not assessed; <LOD, below the limit of detection. 

 

Tabella 4: Batteri produttori di istamina isolati da filetti di tonno dopo 7 giorni di conservazione in 

ghiaccio. 
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Le curve di calibrazione dei due SPCE utilizzati per le prove di recupero mostravano 

valori di pendenza e intercetta molto vicini ed i coefficienti di determinazione (r2) 

indicavano che le previsioni di regressione si adattavano perfettamente ai dati. La 

ripetibilità nella risposta amperometrica è stata verificata ad ogni ciclo utilizzando 

standard di controllo di 5 µg/mL. Le misurazioni rientravano nel range del 20% del valore 

reale, con RDS inferiore al 12%. Tutte le misurazioni necessarie per valutare il recupero 

dalle colture in brodo (n =225) e per le curve di calibrazione (n = 8) sono state effettuate 

con solo due elettrodi enzimatici, senza alcuna perdita di sensibilità. La sensibilità degli 

elettrodi bienzimatici risultava migliore nell'intervallo 1,31–1,59 µA/mM (11,81–14,31 

nA/µg/mL) con un intervallo lineare da 2 a 20 µg/mL e un limite di rilevabilità (LOD) di 

0,11 µg/mL. Il LOD in realtà è uguale a 1, perché i campioni erano stati diluiti (1:10). Il 

LOD calcolato secondo i criteri 3 sb/m, in cui il limite di rivelabilità è fissato ad una 

distanza dal valore medio del bianco pari a 3 sb  (dove Sb corrisponde al segnale medio 

del bianco) per i due elettrodi era 1,31 e 1,59 µg/mL. 

 

C) Challenge test e comparazione con metodica HPLC 

Nella preparazione dei campioni per lo studio comparativo sono state preparate delle 

aliquote conservate a 10 °C o 4 °C per 3, 5 o 7 giorni con l'obiettivo di ottenere campioni 

di pesce con sei diversi livelli di istamina, in un range compreso tra zero e 500 ppm.  
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Tabella 6: Livelli di istamina (µg/g) e numero di M. psychrotolerans e P. phosphoreum (media ± DS) rilevati in campioni 
di tonno inoculati e non inoculati a diversi giorni di conservazione. 

La tabella 6 riporta i conteggi di M. psychrotolerans e P. phosphoreum nei campioni 

inoculati e nei controlli non inoculati, ed i livelli di istamina misurati in questi campioni 

utilizzando la metodica HPLC ed il biosensore. I due metodi hanno fornito risultati 

analitici simili nell'intervallo di concentrazione 0–432 µg/g. A concentrazioni più elevate 

il metodo basato sul biosensore tendeva a sovrastimare la concentrazione di istamina nei 

campioni. 

 

La Figura 6 mostra un grafico 

a dispersione dei livelli di 

istamina misurati con 

entrambi i metodi, HPLC e 

biosensore, nell'intervallo di 

concentrazione 75–498 µg/g. 

 Il coefficiente di 

correlazione tra i due metodi 

è r=0,990 (intervallo di confidenza al 95%, CI = 0,980–0,995, P <0,001) e l'equazione di 

regressione è y = 8,85 (da 1,70 a 19,41) + 0,89 (da 0,84 a 0,94) x.  

Histamine values with different superscript in the same raw are significantly different; TNTC, too numerous to count at the 

dilution 10−3 , confluent growth tested positive for gyrB gene of P. phosphoreum by PCR. NL-NC, non-luminescent colonies 

too numerous to count at the dilution 10−3 ; ND, not detected at the dilution 10−1 . 

 

Figura 6 
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Per quanto riguarda le prove microbiologiche è emerso che la flora di fondo naturale dei 

campioni ha contribuito a produrre istamina. Tutti i filetti di tonno pinna gialla freschi 

utilizzati nelle prove comparative e non inoculati sono stati trovati, infatti, contaminati da 

P. phosphoreum o M. psychrotolerans. Le analisi hanno rivelato, in particolare, la 

presenza di P. phosphoreum (ceppi luminescenti) nei lotti 7 luglio e 15 luglio e di M. 

psychrotolerans nel lotto 15 luglio. I campioni non inoculati dei lotti 7 e 15 luglio 

presenstavano concentrazioni di istamina equivalenti al limite di legge di 100 mg/kg dopo 

la conservazione rispettivamente a 10 °C per 5 giorni e 4 °C per 7 giorni. I campioni 

inoculati che sono stati conservati a 10 °C hanno raggiunto concentrazioni di istamina 

superiori al limite legale in 3 giorni e livelli superiori a 400 mg/kg in 1 settimana.  

 

D) Durata dell'elettrodo  

Il biosensore utilizzato per questo test di validazione ha una durata di circa 1 mese, tempo 

nel quale non ha mostrato una significativa perdita di sensibilità. La sua stabilità è stata 

valutata periodicamente durante questo periodo misurando la risposta allo standard di 

controllo (5 µg/mL) in quattro giorni diversi e per un periodo di 74 giorni. Al termine 

delle analisi il segnale era diminuito solo del 10,8% (da 25,34 a 22,61 µA, RSD = 7,89%), 

ciò dimostra che il sensore possiede un'eccellente stabilità. Il rinnovo dell'elettrodo 

enzimatico risulta necessario in caso di distacco della membrana GA-BSA. 
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5.6. Sviluppo di un immunosensore per la ricerca rapida di E.coli O26 nel latte 

crudo (II)  

Un altro ambito su cui si è concentrato il nostro gruppo di ricerca riguarda lo sviluppo di 

metodi di rilevazione di tipo elettrochimico che prevedano l'utilizzo di anticorpi di cattura 

(capture antibody) e anticorpi marcati (detection antibody) per la determinazione rapida 

di microrganismi patogeni in matrici alimentari. Gli immunosensori, già definiti in 

precedenza, possono presentare diverse configurazioni a seconda di come interagiscono 

gli anticorpi e gli antigeni con l'elettrodo. A questo tipo di sensori è, infatti, possibile 

accoppiare diversi tipi di nano-materiali, che permettono di facilitare lo scambio di 

elettroni e aumentare la resa del metodo. Nel nostro studio abbiamo deciso di sfruttare le 

particolarità delle MBs al fine di ottenere dei campioni per le analisi elettrochimiche che 

potessero poi anche essere testati con metodi colturali. In questo caso, la struttura delle 

MBs, a cui erano legati gli anticorpi di cattura anti-E.coli O26, ci ha permesso di 

concentrare i campioni e, allo stesso tempo, di testarli con diverse metodiche 

(elettrochimiche e colturali). 

 

5.6.1. Preparazione dei campioni 

Una sospensione di E. coli O26 è stata arricchita a 37 °C in BPW per una notte e diluita 

con lo stesso mezzo per raggiungere una densità di cellule microbiche che rientrasse tra 

lo 0.20 e 0.40 di trasmittanza, OD 540 nm. Sono state quindi preparate diluizioni seriali 

in BPW, seminate anche su TSA per la successiva conta batterica. La sospensione di E. 

coli diluita è stata mantenuta a 6 °C per 24 ore per simulare le condizioni di crescita nella 

cisterna del latte dopo la raccolta; è riportato in letteratura, infatti, che rapidi cambiamenti 

di temperatura possono influenzare la durata della fase di latenza (Mellefont and Ross, 

2003) e modificare la crescita di E. coli durante l'arricchimento. Il giorno dell'analisi 1 
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mL di sospensione contenente circa 1 ×102 CFU/mL è stato diluito in 9 mL di latte crudo 

(1:10) e da quella diluizione sono state prelevate aliquote di 1 e 0.1 mL. Le aliquote sono 

state messe in una sacca per stomacher contenenti 24 e 24.9 mL di latte crudo, 

rispettivamente. È stato così raggiunto un livello di contaminazione di circa 10 e 1 CFU 

in 25 mL di latte. Sono stati preparati anche campioni non inoculati come controllo 

negativo in latte e campioni in BPW di controllo positivo (circa 10 CFU). I campioni di 

latte inoculato ed i controlli sono stati arricchiti in BPW (25 mL + 225 mL BPW) per 6 

ore a 37 °C. Dopo 6 ore, aliquote da 1 mL sono state prelevate dagli arricchimenti e 

utilizzate per l'analisi con l'immunosensore e la parte rimanente è stata lasciata a 37 °C 

per 24 ore e testata mediante RTi-PCR. Per i campioni con una bassa densità di cellule è 

stata utilizzata una distribuzione binomiale per stimare il numero di risultati positivi tra 

le repliche. Con una densità cellulare media teorica di 9 o 0,9 CFU in 25 mL su tre 

replicati, la probabilità che alcune provette fossero positive era pari rispettivamente a 

0,99988 e 0,59343. Pertanto, sono stati analizzati con il test ELIME solamente 1 su tre 

campioni inoculati con l'inoculo più alto (10 CFU in 25 mL di latte) e tutti i campioni con 

il livello di inoculo inferiore (1 CFU in 25 mL di latte). Le aliquote da 1 mL prelevate a 

6 h sono state processate come raccomandato dal protocollo Dynabeads® EPEC/VTEC 

O26 utilizzando un BeadRetriever™ (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA), con 

alcune modifiche. Il periodo di incubazione è stato portato a 30 min a temperatura 

ambiente (invece di 10 min), per catturare un numero maggiore di batteri e, inoltre,  è 

stata introdotta una fase aggiuntiva dopo le fasi di lavaggio. La BSA (1%) è stata utilizzata 

come blocking buffer per ridurre il legame non specifico degli anticorpi alle MBs, che è 

stato osservato anche nei controlli negativi (dati non riportati). L'incubazione dei 

complessi MBs-E. coli O26 con il blocking buffer è stata effettuata per 1 h con leggera 

agitazione, quindi è stata aggiunta la soluzione DAHrp (1 μg/mL) e lasciata per 30 min 
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consentendo la formazione di complessi antigene-anticorpo. Gli immunocomplessi MBs-

E. coli O26-DAHrp sono stati lavati tre volte con PBS Tween® e risospesi in 100 μL di 

PBS-KCl 0.1 M. Dopo questi passaggi, i coniugati (10 μL) sono stati catturati sulla 

superficie dell'elettrodo di lavoro utilizzando un magnete posto al di sotto dell’SPCE, a 

cui sono stati aggiunti 40 μL di TMB per far partire la reazione enzimatica.  

 

5.6.2. Parametri e tecnica di analisi 

Le misurazioni amperometriche sono state effettuate applicando un potenziale di lavoro 

(E) di - 0,10 V per 200 secondi (s). Sono stati analizzati tutti i campioni con un livello di 

inoculo di 1 CFU in 25 mL di latte e solamente uno su tre dei campioni inoculati con 10 

CFU. I campioni preparati secondo la procedura precedentemente descritta sono stati, 

quindi, depositati sulla superficie dell’elettrodo con una pipetta. Al di sotto del SPCE è 

stato posizionato un magnete al fine di immobilizzare le MBs e facilitare lo scambio di 

elettroni. Il TMB è stato aggiunto dopo 5 s ed immediatamente è stata fatta partire la 

lettura. Il procedere dell’analisi è stato seguito su di un pc tramite software di gestione 

DropView 8400. Le stesse colture utilizzate per il test ELIME sono state analizzate anche 

a 24 h mediante RTi-PCR, seguendo il metodo standard ISO/TS 13136:2012. A questo 

scopo il DNA batterico è stato estratto utilizzando Chelex 100® (Walsh et al., 2013) da 

aliquote da 1 mL delle colture arricchite e la RTi-PCR è stata eseguita in un termociclatore 

MiniOpticon® (Bio-Rad, USA) utilizzando un pre-reagente (IQ Supermix, Bio-Rad 

USA) e 40 cicli di amplificazione a 90 °C per 10 s e 63 °C per 45 s, con una fase di 

denaturazione preliminare a 93 °C per 180 s. Gli standard di calibrazione sono stati 

preparati con diluizioni di colture di E. coli O26 contenenti 2-6 log CFU/mL. Le colture 

positive per il gene wzx O26 alla PCR sono state analizzate con metodi colturali selettivi 

per confermare la presenza di batteri vitali. A tal fine, 100 μL delle diluizioni dei campioni 
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positivi sono stati inoculati su piastre di TSA e TBX e incubati per una notte a 37 °C. In 

seguito, cinque colonie con morfologia riferibile a E. coli ed un aspetto caratteristico, in 

base al tipo di terreno utilizzato, sono state valutate per il sierogruppo O26 mediante test 

di sieroagglutinazione con il kit Dryspot E. coli Serocheck (Oxoid, UK). La stessa 

procedura è stata utilizzata per i campioni positivi al test ELIME (testando cinque colonie 

dalle piastre inoculate con 50 μL dei complessi MBs-E. coli O26). Il modello di crescita 

per E. coli nel brodo stima un incremento di circa 7–8 log CFU/mL per 24 ore a 37 °C 

(ComBase Team, 2013), tale parametro è stato considerato per determinare i tempi di 

incubazione. È importante sottolineare anche che, recentemente, le prestazioni del 

metodo ISO/TS 13136 sono state valutate dal Laboratorio di riferimento dell'UE per E. 

coli nell'ambito del programma di prove valutative EURL-VTEC (2009–2017) (EU 

Reference Laboratory for E. coli, 2018).  L'isolamento di E. coli O26 dalle matrici 

alimentari analizzate nelle prove interlaboratorio non è stato ottenuto ad un livello 

inferiore a 40 CFU.  
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5.6.3. Risultati 

 

 

Il sensore MBs/E.coliO26/DA-HRP (figura 7) è in grado di rilevare diverse 

concentrazioni di E. coli O26 in BPW. Le tre ripetizioni hanno mostrato un andamento 

simile. Il LOD è pari a 1 x 103 CFU/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Segnale derivante dall'analisi di 1 x 101, 1 x 102, 1x 103, 1x104, 1 x 105, 1x 106 CFU/mL di E.coli O26.  

In PBS-KCl pH 7,4 E= - 0,1 V s= 200 
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I valori della corrente registrati con il test ELIME dopo 6 ore di arricchimento ed i risultati 

del test RTi-PCR sono riportati nella Tabella 7.  

 

Il sensore ELIME ha mostrato una buona sensibilità nel rilevare E. coli O26 alla 

concentrazione di 1 CFU in 25 mL di latte dopo 6 ore di arricchimento. I valori della 

corrente registrati con il test ELIME dipendono dal numero di batteri target presenti 

nell’arricchimento al termine dell'incubazione (ovvero dopo 6 h dall'inoculo). Le 

differenze di concentrazione al termine dell'arricchimento possono essere maggiori delle 

differenze presenti nel livello di inoculo iniziale utilizzato (che va da 9.00 a 18.80 CFU), 

ciò è giustificato dal numero di batteri competitivi presenti nella flora di fondo. Per il test 

ELIME, il valore di cut-off è stato calcolato come il valore medio dei campioni negativi 

(campioni non inoculati e che non hanno mostrato amplificazione) più tre volte la loro 

deviazione standard. Come evidenziato nella Tabella 7, tutti i campioni inoculati 

presentavano valori superiori al livello di cut-off selezionato per il test ELIME, eccetto 

due (di cui uno era anche al di sotto del livello di cut-off del test RTi-PCR). Il rilevamento 

di isolati di E. coli O26 nelle colture di 24 ore seminate su piastra ha confermato i risultati 

Tabella 7: Risultati delle prove di sensibilità e confronto tra ELIME e real-time PCR 
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della RTi-PCR nei campioni inoculati con 9–18.8 CFU in 25 mL, ma non in quelli con 

una densità  inferiore (1:10). Tuttavia, l'isolamento effettuato testando cinque colonie 

dalle piastre inoculate con 50 μL dei complessi MBs-E. coli O26, recuperati dal latte 

arricchito, non esclude completamente la loro presenza che può essere stata mascherata 

dai numerosi isolati di E. coli osservati nelle piastre di agar TBX. Il cut-off per il test RTi-

PCR è stato calcolato come il valore di Ct corrispondente alla media degli standard 

quantitativi contenenti 1 × 102 CFU/mL, più tre volte la deviazione standard di quel valore 

(Ct 38,70). La variabilità tra i replicati può essere influenzata dalla concentrazione di 

inibitori della PCR e dall'efficienza di cattura delle MBs per diverse densità cellulari 

presenti tra i singoli campioni (Fakruddin et al., 2017). La RTi-PCR ha confermato 

l’assenza di E. coli O26 nei campioni di latte non inoculato.  
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5.7. Sviluppo di biosensori per antibiotici 

Oltre alla determinazione di amine biogene e microrganismi patogeni negli alimenti, uno 

dei settori di interesse del nostro gruppo di ricerca riguarda lo sviluppo di biosensori per 

i residui di farmaci veterinari. A tal fine è stata condotta una valutazione della presenza 

di sostanze chimiche in carni suine, basata sui rilievi ispettivi e sui riscontri di positività 

derivanti dai piani di campionamento ufficiali. I risultati di questa analisi hanno lo scopo 

di guidare la messa a punto di metodi di screening di tipo elettrochimico da parte del 

Laboratorio di Sicurezza Alimentare-Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie 

dell'Università di Bologna. 

5.7.1. Analisi preliminare 

Nel progettare nuovi biosensori è stato tenuto conto di un'analisi preliminare basata sui 

rilievi ispettivi svolti presso un grande macello industriale di suini nella Provincia di 

Modena e sulle positività che con maggior frequenza sono state rilevate nell'ambito del 

Piano Nazionale Residui dell'ultimo triennio in Emilia Romagna (periodo 2017-2019). 

Un aspetto importante del controllo degli alimenti riguarda, infatti, la valutazione e la 

predisposizione di attività di campionamento atte ad individuare, con il minor margine di 

errore, le partite che con una maggior probabilità sono esposte ad un utilizzo del farmaco 

veterinario in allevamento e, quindi, alla presenza di residui e contaminanti nell'alimento. 

Nel caso dei residui di farmaci veterinari, la valutazione deve essere specifica per ogni 

categoria di animali che entra a far parte della catena alimentare e basarsi sui dati relativi 

alle patologie prevalenti in allevamento, al management aziendale, alla predisposizione 

genetica e alle condizioni ambientali esterne (clima, umidità, alimentazione, ecc.) che 

influenzano la risposta adattativa degli animali e li predispongono all'utilizzo di 

trattamenti farmacologici (Trevisani et al., 2019). Per un'opportuna scelta del campione 

(Allegato 1, Tabella con i criteri di campionamento mirato), andrebbe compiuta un'analisi 
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quanto più dettagliata possibile dei fattori causali, andando a testare con maggior 

frequenza le molecole che sono di più largo uso per le patologie prevalenti negli 

allevamenti o che sono state già oggetto di riscontri di positività (Sandro et al., 2019). 

Uno scambio di dati fra veterinario aziendale e veterinario ufficiale consente di attuare 

dei piani mirati, atti ad evitare l'ingresso nell'alimentazione umana di partite contaminate. 

I dati relativi alle condizioni dell'allevamento, infatti, sono fondamentali al fine di 

ottenere un quadro completo della situazione sanitaria delle partite inviate al macello. Le 

cosiddette ICA (Informazioni sulla Catena Alimentare), così come definite nel Reg. (CE) 

n. 853/04. all.II sez. III, riportano diverse informazioni, quali a) lo status sanitario 

dell’azienda di provenienza o lo status sanitario del territorio regionale per quanto 

riguarda gli animali; b) le condizioni di salute degli animali; c) i medicinali veterinari 

somministrati e gli altri trattamenti cui sono stati sottoposti gli animali nell’arco di un 

determinato periodo e con un tempo di sospensione superiore a zero giorni, come pure le 

date delle somministrazioni e dei trattamenti e i tempi di sospensione; d) la presenza di 

malattie che potrebbero incidere sulla sicurezza delle carni; e) i risultati, se pertinenti ai 

fini della tutela della salute pubblica, di tutte le analisi effettuate su campioni prelevati 

dagli animali o su altri campioni prelevati al fine di diagnosticare malattie che potrebbero 

incidere sulla sicurezza delle carni, compresi i campioni prelevati nel quadro del 

monitoraggio e controllo delle zoonosi e dei residui; f) le pertinenti relazioni relative alle 

ispezioni ante e post-mortem sugli animali della stessa azienda di provenienza, comprese, 

in particolare, le relazioni del veterinario ufficiale; g) i dati relativi alla produzione, 

quando ciò potrebbe indicare la presenza di una malattia; h) il nome e l’indirizzo del 

veterinario privato che assiste di norma l’azienda di provenienza. Lo sviluppo di 

metodiche analitiche innovative e a basso costo, insieme ad un'attenta e strutturata 

valutazione del rischio, consentirebbe di rispondere in maniera ancora più efficace alla 
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richiesta dei consumatori di prodotti sicuri e di qualità. Inoltre, monitorare la presenza di 

residui negli allevamenti che manifestano criticità legate a malattie infettive endemiche 

risulta utile al fine di intervenire in modo mirato sul rischio chimico e supportare i 

veterinari ispettori nell'attuazione dei piani di monitoraggio. Il sistema Classyfarm, voluto 

e finanziato dal Ministero della Salute e realizzato dall'Istituto Zooprofilattico 

Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia Romagna in collaborazione con l'Università 

di Parma, risponde a queste necessità e consente di categorizzare gli allevamenti secondo 

degli indicatori numerici scientificamente validati. L'obiettivo di Classyfarm è quello di 

elaborare i dati provenienti da ogni allevamento censito nella Banca Dati Nazionale 

(BDN), esclusi quelli per autoconsumo o familiari, calcolando un valore che indica il 

livello di rischio dell’allevamento per ognuna delle aree sottoposte a valutazione 

(biosicurezza, benessere animale, parametri sanitari e produttivi, alimentazione animale, 

consumo di farmaci antimicrobici e lesioni rilevate al macello). Tuttavia, ad eccezione 

dell'area inerente il benesse animale, questo sistema non è stato ancora del tutto 

implementato e non abbiamo avuto la possibilità di ottenere dati riguardanti il nostro 

settore di interesse. Per definire le classi di molecole su cui orientare le nostre analisi ci 

siamo basati, quindi, sui risultati dei campionamenti ufficiali. 
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Risultati dei campionamenti ufficiali  

Dall'analisi dei riscontri di positività dei test ufficiali realizzati con metodica LC MS/MS 

presso il Reparto Chimico degli Alimenti di Bologna dell'Istituto Zooprofilattico 

Sperimentale della Lombardia e dell'Emilia Romagna è emerso che la classe di 

antimicrobici maggiormente rappresentata è quella dei Sulfamidici (80%), seguita dalle 

Tetracicline (20%) nel muscolo di suino (figura 8), e dai Chinolonici nel muscolo bovino 

(dati non pubblicati). Nei campioni con residui al di sotto dell'LMR, la classe prevalente 

è quella delle Tetracicline (49 %), seguita dai Sulfamidici (48%) e, in bassa percentuale, 

dai Fluorochinoloni (3%) (figura 9). Quello che emerge è che le molecole rintracciate nel 

contesto del PNR (nonostante le positività per anno siano prossime allo 0,1%), 

corrispondono in larga parte ai farmaci di elezione per le patologie che prevalentemente 

si riscontrano nella specie suina.  
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Figura 8: Residui di farmaci veterinari rilevati in n.5 campioni di muscolo suino. a Per la classe dei 
sulfamidici il principio attivo rilevato è la sulfadimetossina (su un totale di 4 campioni positivi, 2 nel 2017 
e 2 nel 2019), mentre per le tetracicline è stata rintracciata ossitetraciclina col suo epimero 
epiossitetraciclina (1 campione nel 2017). 

 

 

Figura 9: Residui di farmaci veterinari rilevati in n. 67 campioni di muscolo suino ad un dosaggio inferiore 
al LMR e di cui 52 inferiori anche al LOQ del metodo di analisi. b Per la classe dei sulfamidici i principi attivi 
rilevati sono sulfadimetossina, sulfadiazina, sulfametazina; doxiciclina, ossitetraciclina/epiossitetraciclina 
e clortetraciclina/epi-clortetraciclina per le tetracicline e marbofloxacin per i fluorochinolon 

20%

80%

Positività > LMR riscontrate in campioni PNR di 
muscolo suino (periodo 2017-2019)a

Tetracicline Sulfamidici

49%
48%

3%

Positività < LMR  riscontrate in campioni PNR di 
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Tetracicline Sulfamidici Fluorochinoloni
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Valutazione dell'uso del farmaco sulla base delle lesioni rilevate in sede di 

macellazione e patologie associate 

Dall'analisi dei dati relativi alle cause di esclusione delle carcasse di suino dal consumo 

umano è emerso che gli ascessi multipli a varia localizzazione sono tra le patologie 

prevalentemente osservate in catena di macellazione, seguiti da peritoniti e forme itteriche 

(tabella 8).  

RILIEVI ISPETTIVI APRILE NOVEMBRE DICEMBRE TOT. 

ascessi mult. 14 32 33 79 

peritonite 4 25 23 52 

pleuroperit. 2 2 6 10 

odore sess. 1 4 2 7 

ittero 1 9 8 18 

enterite 1 1 0 2 

incidente 1 8 6 15 

TOT. macellati 63341 71068 65326   

            

Tabella 8: Risultati dell'attività realizzata presso le strutture del servizio veterinario dell'Emilia Romagna: 
patologie prevalenti rilevate in sede di macellazione causa di esclusione dal consumo umano 

I dati provengono da un macello industriale della Provincia di Modena e si riferiscono al 2018. I 

Veterinari ispettori dello stesso macello riportano che, sulla base della loro esperienza, le cause 

maggiori di esclusione sono proprio gli ascessi multipli e le peritoniti. Va considerato però che 

gli allevamenti che conferiscono a questo macello provengono da un sistema di filiera, i dati non 

rispecchiano quindi la situazione sanitaria generale degli altri allevamenti presenti sul territorio. 

 

Gli ascessi a varia localizzazione, riscontrati in suini provenienti da diversi conferenti, 

sono dovuti probabilmente a problemi di benessere animale in allevamento. Dall'entrata 

in vigore della direttiva 2008/120/CE, recepita nel nostro Paese con il D.lgs 122/2011, 

non è più possibile procedere alla caudectomia di routine, ma è invece necessario attuare 

tutte quelle strategie volte a garantire il benessere animale ai fini della prevenzione del 

taglio della coda. Tuttavia, in condizioni di stress in questo tipo di allevamenti possono 

insorgere problemi di morsicatura, fino ad arrivare a prevalenze di poco inferiori al 30% 
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di animali con ferite gravi caratterizzate da sangue e croste, evidenti infezioni, perdita di 

ingenti quantità di tessuto e conseguente riduzione in lunghezza della coda (Scollo, 2018). 

Nonostante questi problemi si presentino maggiormente nella fase dello svezzamento, 

con un aumento dei costi legati al trattamento antibiotico inevitabilmente associato alla 

presenza delle lesioni, le perdite più evidenti si presentano nelle fasi di magronaggio ed 

ingrasso (la mortalità media può raggiungere il +2,5%). Gli animali, anche a distanza di 

settimane dall’evento di morsicatura acuto, possono mostrare segni di mieliti ed infezioni 

ascendenti lungo la colonna vertebrale (deambulazione compromessa, da parziale fino a 

totale). Ulteriori perdite derivano dal mancato trasporto di questi animali verso il macello, 

come anche da animali macellati clinicamente sani che mostrarono ascessi lungo la 

colonna vertebrale tali da richiedere l'esclusione dal consumo umano o la rifilatura di 

importanti parti della carcassa. Questo tipo di rilievo ispettivo, tuttavia, essendo associato 

a trattamenti svolti in larga parte in fase di svezzamento, può non essere direttamente 

associato al rischio di residui antibiotici nelle carni. Tale condizione va, pertanto, valutata 

caso per caso, verificando se vi sono altri indizi relativi a possibili trattamenti recenti 

(registro dei trattamenti, segni di iniezioni, presenza di altre patologie acute). La peritonite 

è un'altra causa di rifilatura parziale della carcassa e in alcuni casi del suo sequestro. Una 

delle cause può essere imputata alla Malattia di Glasser (Haemophilus parasuis), che 

determina la presenza di peritonite fibrinosa. Quadri anatomopatologici simili si 

osservano in casi di infezione da Sreptococcus suis. Quando lo Streptococcus suis è il 

responsabile del processo si può rilevare maggior coinvolgimento peritoneale e l’aspetto 

della fibrina appare più opaco o più purulento che nella malattia di Glasser (De las Heras 

and de Jalón Ciércoles, 2002). La presenza di polisierosite, associata a peritonite è 

condizione indicativa di polisierosite infettiva, che può essere attribuita a gravi infezioni 

sostenute da Actinobacillus pleuropneumoniae o da altri agenti primari di polisierosite, 
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oppure essere secondaria a infezioni al polmone. Esiste un’associazione tra pleurite, 

pericardite e peritonite ma non tra queste e l’artrite (Teixeira et al., 2016). Dal momento 

che Mycoplasma hyorhinis e Haemophilus parasuis hanno molta affinità per le 

articolazioni, si conclude che questi agenti non sono la causa principale del complesso 

polisierosite. Soggetti con questo tipo di lesioni hanno in genere avuto una sintomatologia 

clinica ed è quindi probabile che siano stati trattati con farmaci antibiotici. I farmaci di 

prima scelta per il tipo di patologie riscontrate fanno riferimento a diverse molecole e 

classi di antibiotici, tra cui le cefalosporine di I e II generazione, 

florfenicolo/tiamfenicolo, tetraciclina e associazione sulfonamidi/trimetroprim. I farmaci 

di seconda scelta sono, invece, ampicillina, amoxicillina, associazione amoxicillina/acido 

clavulanico e penicillina. I farmaci di terza scelta appartengono alle classi delle 

cefalosporine di III e IV generazione,  fluorochinoloni e  macrolidi (Diegoli et al., 2018). 

La presenza di una carcassa itterica, invece, può essere segno di infezione da Leptospirosi, 

Circovirosi suina o Ascaridiosi. L'ittero è causato dall'accumulo di bilirubina, pigmenti 

biliari ed emoglobina nel sangue, con una localizzazione prevalente nei tessuti cutanei o 

sottocutanei, sistema digerente, sistema linfatico, fegato e milza. Il riscontro di lesioni 

macroscopiche in fegato e milza, per esempio, possono essere segno di un'infezione 

sistemica dovuta alla leptopirosi. Il controllo/prevenzione di questa patologia si basa 

sull'utilizzo di mangimi medicati con tetracicline, ossitetraciclina o clortetraciclina 

(Nassuato et al., 2006). Alla luce di quanto sopra, per una migliore analisi andrebbero 

svolti dei campioni specifici sugli allevamenti oggetto dei rilievi ispettivi, che non rientra 

però nello scopo del nostro studio. Sulla base di queste informazioni il nostro interesse 

era, invece, quello di sviluppare un biosensore per un utilizzo on-site in grado di rilevare 

una o più molecole di più largo uso fra quelle qui individuate. Avere a disposizione uno 

strumento di screening rapido e a basso costo avrebbe importanti ricadute sulla capacità 
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di analisi (numero dei campioni) e, in generale, sull'attività di controllo degli alimenti per 

la Sanità Pubblica. Un biosensore per la ricerca di sulfamidici (sulfamerazina, 

sulfametazina, sulfadiazina, sulfacloropiridazina, sulfacetamide e sulfatiazolo) e uno per 

le tetracicline (tetraciclina cloridrato, ossitetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina) sono 

stati già sviluppati da Conzuelo (Conzuelo 2012a; Conzuelo 2012b); un immunosensore 

per cloramfenicolo è stato sviluppato da El-Moghazy (2018) e, infine, un immunosensore 

per la ricerca simultanea di più antibiotici (cefalosporine, sulfamidici e tetracicline) è stato 

sviluppato da Conzuelo nel 2014, con buone performance e ridotti tempi di analisi. 

Tuttavia, questi studi sono stati fatti in latte ed è quindi da valutare se l'applicazione su 

altre matrici influenzi o meno la risposta amperometrica. 
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6.  DISCUSSIONE 

I sensori elettrochimici sviluppati in questo studio ci hanno permesso di identificare con 

successo la presenza di istamina (I) e E. coli O26 (II) sia in brodo che in matrici reali. 

Per il sensore enzimatico è stato possibile inoltre determinare la sensibilità, la precisione 

e l'accuratezza del metodo con buoni risultati. In entrambi i casi sono state effettuate delle 

prove comparative con i metodi ufficiali di riferimento, che hanno dimostrato come i 

sensori siano in grado di dare risposte affidabili in un lasso di tempo inferiore e con minori 

costi.  

Uno dei limiti del nostro studio riguarda però la determinazione e l'eliminazione di 

possibili composti interferenti, cioè sostanze che producono una risposta amperometrica 

e che possono influenzare le misurazioni dei sensori. Per il sensore (I) questi includono 

le altre amine biogene che possono essere prodotte a seguito di contaminazione microbica 

e condizioni di conservazione inadeguate del pesce (Biji et al., 2016; Rossi et al., 2002; 

Visciano et al., 2014). Nonostante i metodi enzimatici siano generalmente specifici, la 

cadaverina, la tiramina e la putrescina possono interferire con i biosensori dell'istamina 

basati sull'attività della DAO (Lange and Wittmann, 2002). Le differenze osservate nel 

nostro studio (I) tra i risultati dell'HPLC e il metodo basato sul biosensore per quanto 

riguarda il campione conservato a 10 °C per 7 giorni, ad esempio, potrebbe essere dovuto 

alla presenza di altre amine biogene. Tuttavia,  queste sviluppano in pesci mal conservati, 

mentre lo screening rapido è da utilizzare per lotti di pesce fresco allo sbarco o in fase di 

lavorazione del prodotto fresco. Recentemente un biosensore enzimatico commerciale 

per il rilevamento dell'istamina nel pesce e nei prodotti della pesca (Biofish-300, Biolan, 

Zamudio, Spagna) è stato validato ed ha ottenuto la certificazione AOAC (Salleres et al., 

2016).  
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La presenza di cellule batteriche che non vengono rimosse dalle fasi di lavaggio o batteri 

della flora di fondo che reagiscono in modo crociato con gli anticorpi di cattura che 

rivestono le MBs possono influenzare, invece, la sensibilità e la specificità del test 

ELIME. Il produttore di Dynabeads® anti-EPEC/VTEC O26 riferisce che le MBs 

possono reagire in modo crociato in misura limitata con altri batteri che hanno epitopi 

antigenici simili, come Escherichia hermannii, Salmonella O gruppo N e Proteus spp. 

Altri studi riportano che gli anticorpi anti-E.coli O26 possono cross-reagire con E. coli 

che possiedono gli antigeni 4, 13, 25, 32, 100 e 102 e con Pseudomonas aeruginosa O12 

(Rivera-Betancourt and Keen, 2000). In questo studio, l'uso della BSA come agente 

bloccante ha dimostrato di ridurre efficacemente il legame non specifico degli anticorpi 

di rilevamento e la presenza simultanea di ceppi di E. coli non O26 nel latte crudo e non 

ha interferito con i risultati del test ELIME. Ciò è dimostrato anche in studi precedenti 

(Volpe et al., 2016). 

Inoltre, un vantaggio dei biosensori ELIME è che le aliquote dei complessi MBs-E. coli 

O26 possono essere utilizzate direttamente per confermare i risultati mediante isolamento 

e caratterizzazione degli isolati. Ciò è particolarmente importante per i patogeni di origine 

alimentare come gli EHEC, la cui patogenicità può essere confermata solo dopo la 

dimostrazione della presenza di diversi tratti di virulenza nello stesso isolato (Bugarel et 

al. 2011). Un altro vantaggio dei biosensori ELIME è l'utilizzo di SPCE nudi, in cui cioè 

non è necessaria alcuna modifica, rendendo il saggio facilmente riproducibile in altri 

laboratori.  

Per quanto riguarda il confronto con le metodiche convenzionali è necessario considerare 

diversi parametri (numero di campioni analizzabili, costi, tempi, complessità delle 

procedure, LOD). I biosensori I e II hanno dimostrato la capacità di analizzare un buon 

numero di campioni, mantenendo un alto livello di sensibilità. Nel caso di elettrodi di tipo 
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multi-channel è possibile anche un'analisi simultanea dei campioni. Rispetto ad un test 

ELISA i biosensori sono meno costosi, richiedono una minor preparazione del campione 

e la risposta è più rapida. La cromatografia associata alla spettrometria permette di 

identificare e quantificare l'analita ed è utilizzata come metodo di conferma per la 

determinazione di residui antibiotici (Cháfer-Pericás et al., 2010). Tuttavia la 

preparazione dei campioni richiede una procedura lunga e complessa, che va eseguita da 

personale esperto ed i costi sono notevoli. 

METODO VANTAGGI SVANTAGGI 

Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay 

(ELISA) 

- Alta sensibilità e specificità 

- Analisi di più campioni 

contemporaneamente in un 

breve periodo di tempo, con 

conseguenti caratteristiche di 

praticità e convenienza in 

termini di test su larga scala 

- Screening di un gran 

numero di campioni  

 

-  Richiede tempo a causa 

del pretrattamento e della 

pulizia del campione 

- Non è pratica per il 

rilevamento rapido 

- Costosa 

- Il rilevamento non è in 

tempo reale 

 

Liquid Chromatography-

Mass Spectrometry (LC-

MS) 

- Altamente sensibile e in 

grado di gestire miscele 

complesse 

- Richiede tempo a causa del 

pretrattamento e della pulizia 

del campione 

- Non pratico per il 

rilevamento rapido 

- Costoso 

- Il rilevamento non è in 

tempo reale 

 

Biosensors - Elevata specificità del 

sistema 

- Controllo rapido (tempo di 

risposta breve) e lunga 

durata 

- Applicazione pratica per un 

utilizzo in tempo reale/ 

industriale 

- La stabilità del materiale 

biologico (cellula, anticorpo, 

tessuto, ecc.) è subordinata 

alle proprietà naturali della 

molecola in condizioni 

ambientali (pH, 

temperatura)  

- Possibile presenza di 

interferenti 

- Limitazioni dovute alle 

dimensioni del trasduttore 

  

 

Tabella 9: Confronto fra ELISA, LC-MS e biosensori. Adattato da Mungroo et al, 2014 
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7. CONCLUSIONI  

 

La capacità del biosensore (I) amperometrico enzimatico di rilevare l'istamina ha 

permesso lo sviluppo di un metodo semplice, rapido ed economico per misurare l'istamina 

nel tonno. Il biosensore può essere utilizzato dagli operatori del settore alimentare come 

strumento di screening per monitorare la contaminazione microbica dei lotti di tonno nelle 

fasi critiche della produzione e per assicurarsi che vengano rispettati i requisiti di 

sicurezza alimentare. Inoltre, un'ulteriore applicazione riguarda la valutazione del 

potenziale istaminogeno dei batteri in coltura, utile per effettuare una valutazione del 

rischio in caso di abusi delle temperature di conservazione. 

 

I risultati del test ELIME (II) sono sovrapponibili a quelli ottenuti con il metodo di 

riferimento. Il rilevamento di un basso numero di E. coli O26 (1 CFU in 25 mL) è stato 

raggiunto in una giornata lavorativa. I campioni risultati positivi possono essere 

confermati mediante colture dei complessi MBs-E.coli O26, consentendo un'ulteriore 

caratterizzazione degli isolati, importante per discriminare i ceppi enteroemorragici. 

 

La miniaturizzazione dei devices, inoltre, consente di svolgere le analisi su campioni reali 

sia in allevamento che nei locali di trasformazione/distribuzione degli alimenti 

consentendo di monitorare tutta la filiera. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari al fine 

di validare la metodica proposta e rendere questi strumenti attrattivi per l'industria 

alimentare. L'esperienza maturata in seno a questo progetto risulta comunque utile per 

ulteriori applicazioni future (es. sviluppo di biosensori per la determinazione di residui di 

farmaci veterinari). 
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of Bologna, Bologna, Italy 

2 Laboratory of Food Chemistry, Istituto Zooprofilattico Sperimentale della Lombardia 

e dell’Emilia Romagna “Bruno Ubertini”, Brescia, Italy 

3 Surface Engineering and Precision Institute, Cranfield University, Cranfield, United 

Kingdom 

 

Histamine poisoning is the most common cause of human foodborne illness due to the 

consumption of fish products. An enzyme-based amperometric biosensor was 

developed to be used as a screening tool to detect histamine and histamine-producing 

bacteria (HPB) in tuna. It was developed by immobilizing histidine decarboxylase and 

horseradish peroxidase on the surface of screen-printed electrodes through a cross- 

linking procedure employing glutaraldehyde and bovine serum albumin. The signal 

generated in presence of histamine at the surface of the electrode was measured  by 

chronoamperometry at in presence of a soluble redox mediator. The sensitivity of the 

electrode was 1.31–1.59 µA/mM, with a linear range from 2 to 20 µg/ml and detection 

limit of 0.11 µg/ml. In this study fresh tuna filets purchased in supermarkets in different 

days (n = 8) were analyzed to detect HPB. Samples with different concentration of 

histamine were analyzed with culture-based counting methods, biosensor and HPLC 

and also a challenge test was made. Recovery of histamine from cultures  and tuna 

samples was also assessed. The presence of Morganella psychrotolerans, 

Photobacterium phosphoreum, P. damselae and Hafnia alvei was detected using 

culture- and PCR-based methods. At the time of purchase these tuna samples had 

histamine concentrations from below the limit of detection (LOD) to 60 µg/g. HPLC 

and biosensor methods provided similar results in the range from zero to 432 µg/g 

(correlation coefficient, R2 = 0.990) and the recovery of histamine from cultures and 

tuna samples was very high (mean bias −12.69 to 1.63%, with root-mean-square error 

<12%). These results clearly show that fresh tuna is commonly contaminated with 

strong HPB. The histamine biosensor can be used by the Food Business Operators as a 

screening tool to detect their presence and to determine whether their process controls 

are adequate or not.  
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Abstract 

A Rapid Enzyme-Linked Immunomagnetic Electrochemical (ELIME) Assay for 

the Detection of Escherichia coli O26 in Raw Milk 

 

Alessandra Corradini1, Matilde Cecchini1, Marcello Trevisani1* 

1 Department of Veterinary Medical Sciences, Alma Mater Studiorum-University of 

Bologna, Ozzano dell’Emilia, 40064 Bologna, Italy 

 

In this work, we present a magnetic bead–based immunosensorss for the determination 

of Escherichia coli O26 in milk. The assay uses commercial Dynabeads® for the 

capture of the target bacteria from 6-h enrichment broth and horseradish peroxidase– 

labelled polyclonal antibodies and detection of the peroxidase activity by 

chronoamperometry. Bovine seroalbumin was used as blocking reagent for reducing the 

binding of non-specific antibodies to the beads and/or other bacteria. The effectiveness 

of the enzyme-linked immunomagnetic electrochemical (ELIME) assay to detect low 

number of E. coli O26 in milk was demonstrated using spiked milk samples from five 

different lots with concentrations of 9.00–18.80 or 0.90–1.88 CFU in 25 mL. Three 

repetitions for each concentration were analysed in parallel also by real-time PCR 

following the standard method ISO/TS 13136:2012, using 24-h enriched cultures. 

Results demonstrated that the ELIME assay can reduce the time for analyses to one 

working day and produce reliable results that can be confirmed by overnight cultures of 

the beads-bacteria complexes allowing further characterization of the virulence, 

including the presence of Shiga toxin–encoding genes, which is important to discrim- 

inate the enterohaemorrhagic strains. 
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