Progetto di ricerca
Utilizzo di tecniche genomiche e metagenomiche per la valutazione del rischio di Listeria monocytogenes trasmessa mediante alimenti 
Base scientifica

Le ricerche degli ultimi anni sulla sicurezza alimentare si sono concentrate, anche grazie all'introduzione delle tecnologie di sequenziamento “high throughput", su un nuovo approccio per la tipizzazione, la caratterizzazione e la quantificazione degli batteri di interesse zoonotico. L’approccio genomico permette il sequenziamento dell’intero genoma di un particolare ceppo batterico precedentemente isolato mediante metodiche di microbiologia tradizionale. Dalla sequenza dell’intero genoma è possibile tracciare il ceppo nell’interfaccia alimento-ambiente di produzione e mapparespecifici fenotipi tra i quali la virulenza, la resistenza o multiresistenza a specifici antibiotici, o ancora la persistenza dei microrganismi patogeni nei diversi ecosistemi. Tali informazioni sono rilevanti in innumerevoli aree della sicurezza alimentare tra le quali la valutazione del rischio, l’indagine di focolai epidemici, l’attribuzione della fonte di contagio. L’approccio metagenomico prevede il sequenziamento di tutto il metagenoma ovvero di tutti i genomi (di batteri, eucarioti e virus) presenti in un campione -. In un sistema alimentare questa metodica permette di valutare, oltre alla presenza di diversi gruppi microbici, anche la loro “relative abundance” o abbondanza relativa. La quantificazione di un batterio patogeno negli alimenti è fondamentale per la valutazione di conformità ai criteri microbiologici di sicurezza per alcuni microorganismi come ad esempio la Listeria monocytogenes. Il presente progetto di ricerca ha lo scopo di confrontare i genomi pubblici di Listeria monocytogenes provenienti da focolai infettivi isolati da alimenti e uomo con genomi pubblici di isolati sporadici raccolti da alimenti o ambienti di produzione. Inoltre, verrà valutato il grado di corrispondenza tra “relative abundance” e la quantificazione con metodiche di microbiologia tradizionale e molecolare in campioni alimentari sperimentalmente inoculati con diverse concentrazioni di patogeno. 
In particolare ci si propone di:
· Utilizzare metodi di sequenziamento basati su tecniche di Whole Genome Sequencing (WGS) seguite da analisi bioinformatiche dedicate al fine di tipizzare gli isolati batterici, sulla base delle SNPs e/o set di geni, e quindi tracciare i diversi cloni nell’interfaccia ambiente di lavorazione – alimento 
· Utilizzare metodologie bioinformatiche basate sulla ricerca di geni e mutazioni associati ai caratteri di antibiotico resistenza, virulenza e persistenza al fine di predire il loro fenotipo e quindi il potenziale rischio per la salute umana.
· Comparare i genomi pubblici di focolai infettivi di Listeria monocytogenes con genomi di isolati raccolti da alimenti o da ambienti di produzione (es ST155 responsabile di recenti focolai infettivi legati alla presenza del patogeno in diversi prodotti alimentari semilavorati)
· Comparare i risultati di relative abundance dopo sequenziamento shotgun con quelli di conta in piastra e di qPCR per la quantificazione di Listeria monocytogenes in alimenti sperimentalmente inoculati a diverse concentrazioni.
Tutte queste linee di ricerca hanno in comune, oltre all’aspetto teorico unificante, il fatto che i dati sperimentali sono prodotti con due approcci di sequenziamento: il whole genome sequencing a partire dal DNA di singoli isolati batterici ed il sequenziamento shotgn del DNA estratto dall’intero campione. 
Piano di formazione
Il piano di formazione scientifica intende fornire gli strumenti teorici e pratici volti ad approfondire la competenza professionale necessaria per svolgere ricerche sull'analisi di dati biologici. Questa competenza professionale sarà maturata attraverso l’acquisizione progressiva degli elementi fondamentali che caratterizzano principalmente le seguenti attività:
· esecuzione degli esperimenti
· raccolta dei dati e loro inquadramento biologico
· utilizzo delle tecniche bioinformatiche per queste analisi
L’acquisizione degli elementi fondamentali tecnici caratterizzanti l’attività sopra descritta sarà ulteriormente approfondita mediante:
· discussione collegiale dei risultati, dei piani di ricerca e dei protocolli statistici;
· approntamento di rapporti, sommari, scritti esplicativi, ecc.;
· ricerche bibliografiche dirette o attraverso banche informatizzate;
· acquisizione e aggiornamento delle norme fondamentali per l’utilizzo degli strumenti informatici necessari
· istruzione tecnica degli studenti interni del laboratorio.
Resta convenuto che:
· la soprastante elencazione delle tecniche ha valore indicativo e potrà essere modificata, pur nell’ambito del filone generale della ricerca, in relazione alle necessità contingenti,
· l'attività di ricerca si svolgerà presso il Dipartimento di Scienze e Tecnologie Agroalimentari per la parte di sviluppo delle metodiche di sequenziamento  
· i dati originati nell'ambito di questa attività sono di proprietà del gruppo di ricerca proponente, e potranno essere divulgati soltanto con il consenso del Responsabile del progetto.
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