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ISTITUTO SUPERIORE DI SANITA’

Sicurezza chimica
degli alimenti

 OGM nelle filiere di produzione alimentare e mangimistica;
 Contaminazione chimica di origine ambientale, tecnologica e naturale dei prodotti  alimentari e mangimi 

e dei loro effetti sulla salute;
 Valutazione dell’esposizione attraverso la dieta a contaminanti e sostanze volontariamente  aggiunte;
 Sicurezza degli integratori alimentari e degli alimenti destinati a gruppi vulnerabili di  popolazione;
 Frodi alimentari in relazione al possibile utilizzo volontario di sostanze potenzialmente  nocive;
 Influenza dei cambiamenti climatici sulla sicurezza alimentare;
 6 LNR  (IPA, additivi, residui farmaci veterinari, metalli pesanti, micotossine);
 1 LNR OGM ai sensi del Regolamento 1981/2006;
 Analisi di II istanza, consulenza SSN, piani di monitoraggio e…………………..

L’Istituto Superiore di Sanità (ISS) è il principale
istituto di ricerca italiano nel settore biomedico e
della salute pubblica, ed è organo tecnico-scientifico
del Servizio Sanitario Nazionale (SSN).
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Global Status of Commercialized Biotech/GM Crops 
in 2017 (ISAAA)
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The global pipeline of GM crops out to 2020
www.nature.com/articles/nbt.3449.pdf 



Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilità, Bologna, 28 marzo 2019

Registro europeo degli OGM autorizzati
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ALTRI DATABASE……
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Reg. (CE) N° 1829/2003
Procedura di autorizzazione

Applicant Competent 
authority Member 
State

EUROPEAN FOOD 
SAFETY AUTHORITY

European Commission

Member States

public

Summary 
of dossier

Deletion of confidential information

OPINION

Within 6 
months

Standing Committee on 
the Food Chain and 

Animal Health

Draft of the 
decision within 3 
months

food assessment 
body of a Member 
State

Food 
assessment

National 
competent 
authority

Environmental 
risk assessment

Community Reference 
Laboratory

Validation 
of detection 
method

Comments 
within 30 
days
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APPROVAZIONE ASINCRONA DEGLI OGM

Necessità monitoraggio 
presenza nuovi OGM nella 
catena alimentare e 
mangimistica

USA
•Procedura di autorizzazione 

meno lunga  di quella europea
Nessun obbligo 
di etichettatura

EU
Procedura di 

autorizzazione molto
lunga e rigorosa

Obbligo di etichettatura

Diverse procedure di 
autorizzazione

APPROVAZIONE 
ASINCRONA

OGM NON AUTORIZZATI
Unauthorised Genetically

Modified (UGM)
colture GM commercializzate 

nel mondo;
nuovi eventi GM in fase di 

sviluppo;
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OGM o non OGM ?

Preparazione campione
Metodi di estrazione

Scelta analitica
Metodi basati sul DNA
Metodi basati sulle proteine

Disponibiltà tecnica/str. laboratorio
Assicurazione di Qualità

Accreditamento
Validazione dei metodi

Campionamento
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Sviluppo di metodi per l’analisi di OGM

Anticorpo di cattura

Sviluppo del 
segnale

Anticorpi
Enzima coniugato

5’

5’

3’ 5’

3’
5’

forward
primer

R
QQ

 Devono essere presenti le molecole target :
 DNA (template) o proteine

 Devono essere individuati sistemi diagnostici:
 Per il DNA: primers e probes
 Per le proteine: anticorpi

 Materiali di riferimento
 Controlli positivi e negativi
 Calibranti per la quantificazione



Saggi immunoenzimatici
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ELISA test 
Epitope

Antibody

Target Protein 
“Antigen”

Lateral-Flow Strip test
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RELAZIONE TRA LE POSSIBILI MOLECOLE TARGET

Nessuna relazione QN lineare
Soggetta a modificazione ed autorizzazione

DNA sequence A2

DNA sequence C RNA sequence C Protein C

DNA sequence B1
DNA sequence B2
DNA sequence B3

RNA sequence B1
RNA sequence B2

Protein B

DNA sequence A1 RNA sequence A1 Protein A1
Protein A2
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Livello di specificità -Targets GM

gene A gene B DNA della piantaDNA della pianta

PCR specifica 
evento5

evento specifico

PCR di 
screening2

OGM
o non OGM

PCR specifica della 
specie

1 DNA 
amplificabile

PCR specifica del 
gene3 gene

PCR specifica 
construtto4 costrutto
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Approccio  MATRICE
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CoSYPS (ISP WIV Belgium) 

Rivelazione: SYBRGreen e curve di melting
Decision support system: foglio excel collegato ad un database OGM
• 7 specie vegetali (mais, soia, riso, patata, cotone, colza e barbabietola)
• 39 eventi OGM



EVENT-SPECIFIC PRE-SPOTTED PLATE (Eve- PSP)

The Eve-PSP includes assays for the
detection of 44 authorized GM events from
maize, soybean, oilseed rape and cotton
listed in the EU Register as of November
2013, as well as the 4 corresponding taxon-
specific assays.
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Documento di Riferimento per l’analisi degli OGM
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Next Generation Sequencing (NGS): 
concetti chiave
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DATABASE METODI D’ANALISI
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DATABASE METODI D’ANALISI
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Analisi quantitativa mediante PCR Real Time

Uso di sonde di ibridizzazione (TaqMan)
legate a molecole fluorescenti (reporter
e quencher)

Monitoraggio in tempo reale 
dell’andamento

della PCR

Ct è proporzionale
alla quantità iniziale di DNA target

Quantificazione
relativa

transgene

endogeno
% OGM = 
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AMPLIFICAZIONE e CHIMICHE UTILIZZATE
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MACRO PER IL CALCOLO DELLA CONCENTRAZIONE

Metodo della curva standard

 Sample GM Copy Number Endogenous copy number % GMO
U 1 1853 87500 2,12
U 2 654 73280 0,89


Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				GM		Copy Number

				S 1		2000

				S 2		1000

				S 3		500

				S 4		250

				U 1		1853

				U 2		654





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11





Foglio3
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PCR Standard Curve: CAIFA10AZ10900.0pd







Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				End.		Copy Number

				S 1		100000

				S 2		50000

				S 3		25000

				S 4		12500

				U 1		87500

				U 2		93989





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11





Foglio3
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Conelaton Cosfficient 0,986 5 Unknowns
o Standaids

Lag Startng Quantty, Nanogeams

PCR Standard Curve: CAIFA10AZ10900.0pd







Foglio1

		

				210900.opd

				sistema zeina

				2-22/mult10

				senza A6,B6,C6,G6

		blank		H6		0

				Sample		GM Copy Number		Endogenous copy number		% GMO

				U 1		1853		87500		2.12

				U 2		654		73280		0.89

				U 3		312		93989		0.33





Foglio2

		

				210900.opd

				sistema 35S

				2-28/mult10

				senza A3,B3,D3

		blank		H3		38.605

						TC		TC:Mean		TC:Std. Dev.		Log SQ		SQ ng		SQ:Mean		SQ:Std. Dev.

				Standard 25 ng		29.416		29.262		0.22		1.398

						29.108		29.262		0.22		1.398

				Standard 5 ng		31.48		31.297		0.26		0.699

						31.114		31.297		0.26		0.699

				Standard 1 ng		34.568		34.081		0.46		0

						33.651		34.081		0.46		0

						34.024		34.081		0.46		0

				Standard 0.5 ng		35.047		35.013		0.05		-0.301

						34.978		35.013		0.05		-0.301

				Standard 0.25 ng		35.368		35.775		0.45		-0.602

						36.254		35.775		0.45		-0.602

						35.703		35.775		0.45		-0.602

				Standard 0.05 ng		37.323		37.347		0.37		-1.301

						37.728		37.347		0.37		-1.301

						36.991		37.347		0.37		-1.301

				Sample A		39.332		38.077		1.35		-1.821		0.02		0.05		0.05

						38.247						-1.467		0.03

						36.654						-0.947		0.11





Foglio3
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QUANTIFICAZIONE DELL’ EVENTO OGM
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Real-Time PCR (qPCR)  versus Digital PCR (dPCR): 
quale e come scegliere

Similarità

o Stesso metodo di 
preparazione del campione;

o Stessi componenti della
reazione di amplificazione: 
PCR Master Mix, sonde
fluorescenti, primers, DNA 
target;

o Ampio range dinamico

o Capacità di lavorare in 
multiplex

Differenze
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Analisi quantitativa mediante Digital PCR

Ogni pozzetto della piastra in
silicio del chip rappresenta
un’unità capace di fornire un
segnale positivo (molecola di
DNA target associata alla
sonda che fornisce il segnale
di fluorescenza ) o negativo
(assenza del DNA).

il DNA estratto
viene ‘inserito’ in
piccole gocce, ogni
singola goccia si
comporta come un
singolo tubo PCR
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Analisi quantitativa mediante Digital PCR
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Approcci disponibili per  rilevamento degli 
OGM

http://dx.doi.org/10.1155/2015/392872

http://dx.doi.org/10.1155/2015/392872
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Strategie per l’analisi degli OGM non autorizzati

Fraiture et al., 2014, 2015, 2018
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PUNTI SALIENTI DELLA NORMATIVA UE

Coesistenza tra piante di tipo convenzionale, biologico e GM 
a partire dal seme lungo tutta la catena di produzione

Autorizzazione all’ immissione nella filiera agroalimentare e 
mangimistica solo dopo valutazione del rischio positiva da parte 

dell’EFSA ed autorizzazione da parte degli organi competenti della 
UE

Etichettatura degli alimenti o mangimi in cui sia presente 
materiale che contiene, è costituito da, o è prodotto a 
partire da OGM,  ad una concentrazione > 0.9%. La 

soglia è ridotta allo 0,1% per gli eventi  la cui 
autorizzazione è scaduta oppure scaduta ed in corso di 

rinnovo, limitatamente ai mangimi.

Tracciabilità  in tutte le fasi di immissione in commercio lungo 
la filiera  di produzione e distribuzione
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ATTORI DEL CONTROLLO UFFICIALE

Ministero della 
Salute

Regioni e 
Province 
autonome

USMAF e PIF

NAS
Nuclei 

antisofisticazioni e 
sanità dell’Arma

ASL

NRL
IZS Lazio e 

Toscana

ISS
Istituto 

Superiore 
di Sanità

Commissione 
Europea 

(DG SANTE,EURL)

IIZZSS

ARPA

ASL

Coordinamento e pianificazione Ispezione e campionamento Controllo analitico
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Assistito dal Network Europeo dei Laboratori OGM (ENGL), di cui è Coordinatore
costituito da esperti dei Paesi membri, dei Paesi dell’Area Economica Europea e dei
Paesi candidati all’adesione all’UE, per discutere argomenti tecnico-scientifici correlati
al campionamento, alla rilevazione, alla identificazione ed alla quantificazione degli
OGM.
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Laboratori del controllo ufficiale di alimenti e mangimi GM
Reg. (CE) n. 882/2004 (sostituito dal Reg (UE) 2017/625)

17 laboratori prima istanza +
1 laboratorio seconda istanza

1. Tracciabilità ed etichettatura
di OGM autorizzati

2. Ricerca di OGM non
autorizzati con procedure
consolidate (es. riso, lino,
frumento)

3. Ricerca di OGM non
autorizzati noti ma problematici
per mancanza di procedure
armonizzate o per difficoltà a
reperire campioni di controllo
(es. papaya, biomasse batteriche
GM, Bacillus subtilis GM)
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Laboratori del controllo ufficiale NILO

Istituti Zooprofilattici Sperimentali
• IZS Piemonte, Liguria e Valle
d’Aosta
• IZS Lombardia ed Emilia
Romagna

• IZS Venezie
• IZS Umbria e Marche
• IZS Lazio e Toscana
• IZS Abruzzo e Molise
• IZS Mezzogiorno
• IZS Puglia e Basilicata
• IZS Sardegna
• IZS Sicilia

ARPA/APPA
• APPA Bolzano
• ARPA Friuli
Venezia Giulia

ASL
• ASL Cremona
• ASL Milano
• ASP Palermo*
• ARPA Puglia
• ARPA Campania

17+1+3 LABORATORI

ICQRF (Min. politiche
Agricole,  ispettorato centrale 
qualità e repressione frodi)
•Lab. di Roma
•Lab di Salerno
CREA-SCS INRAN ENSE

ISS (2a istanza)
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Partecipazione NILO nella stesura di linee guida ENGL



Le filiere del futuro, nuovi scenari e prospettive della sostenibilità, Bologna, 28 marzo 2019

Gruppi di lavoro ENGL attivi con
partecipazione NILO

Advisory Group on Selection of Methods for Validation – AG SMV

WG on Update of methods – WG-UpMeth

WG on Digital PCR – WG-dPCR

WG on ENGL Procedures - WG-Proc

 WG on Multiplex PCR methods - WG-mpPRC

WG on Good practice/quality of DNA sequencing data - WG-seq

 WG on DNA extraction - WG-DNAex
http://gmo-crl.jrc.ec.europa.eu/ENGL/ENGL-working-groups.html
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Piani di controllo

Piani di emergenza:
• Mais Bt10 non autorizzato proveniente dagli USA
• Riso LL 601 non autorizzato proveniente dagli USA
• Riso non autorizzato proveniente dalla Cina Bt63, Kefeng 6 e KMD1
• Lino FP967 non autorizzato proveniente dal Canada 
• Frumento MON 71800 proveniente dagli USA

Piani Regionali
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Alimentazione Umana ed Animale 2017

Sul territorio 
nazionale 0 NC 

!!!!

NON REGOLAMENTARI PNAA 2017

• MONITORAGGIO 3 campioni (1 etichettatura, 2 non autorizzati) NC
• SORVEGLIANZA 2 campioni (etichettatura) NC

• EXTRAPIANO: 6 monitoraggi , NESSUNA NON CONFORMITA’
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Diagnostica e controllo OGM: 
stato dell’arte e ultime novità
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