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Determinazione della prevalenza e dei livelli di contaminazione da
Escherichia coli produttore di Shiga tossina (STEC) e
Campylobacter spp. in carni prelevate al dettaglio;

caratterizzazione degli isolati e confronto con ceppi isolati da
infezioni umane.

Obiettivi
Valutare il ruolo delle varie tipologie di carne nel determinare le infezioni
umane da due importanti agenti patogeni

e \Valutare I'esposizione del consumatore y
e Tracciare le fonti di contaminazione

e Stimare i livelli di attribuzione delle infezioni umane ai tipi di alimenti
esaminati al punto vendita



Unita Operative Coinvolte

e |ISS NRL&EURL E.coli

e |ZSAM (campioni regioni Marche, Lazio e Abruzzo)
e |ZSPB (campioni regioni Puglia e Basilicata)

e |ZSPLV (campioni regione Piemonte)

Pollo Coscna/. Petto |Bovino Hamburger Carpaccio ERTIZIEL S?ISICCIa Ca.”‘e
sovracoscia coltello |tipo Bra |macinata
1ZSPLV 501 251 250 500 - 167 (PD) | 167 (PD) |166 (PD) -
1ZSAM 500 212 288 500 (500 (426GD+74PD) - - - -
1ZSPB 242 115 127 203 93 (GD) 14 (PD) - - 96 (GD)
1243 578 665 1203 593 181 167 166 96
Totale
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Materiali & Metodi
Campylobacter

ISO 10272:2006 Microbiology of food and

animal feeding stuffs - Horizontal method for T & I.' % T\:t:,

detection and enumeration of Campylobacter ‘.k 3'1.. 2 _' .t I\;

spp. !-';s" . T

e  Part 1: Detection method | Lr ,",:1. .EEI:. ¢

e  Part 2: Colony-count technique e 3":\""-{ e
ey fo,

STEC e, b ¢

5 CY S L i

e |SO/TS 13136:2012 Microbiology of food and animal feed — Real-time polymerase chain reaction (PCR)-based
method for the detection of food-borne pathogens — Horizontal method for the detection of Shiga toxin- y
producing Escherichia coli (STEC) and the determination of 0157, 0111, 026, 0103 and 0145 serogroups.

e EU-RLVTEC_Method 09 Rev 0:2015 - Detection of Escherichia coli producing the VT2f variant in food by

Real Time PCR amplification of the vtx2f gene
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Materiali & Metodi
Isolati Batterici

L TRy

e | ceppi di Campylobacter spp. e STEC isolati sono stati inviati ai
rispettivi LNR

* Presso LNR Campylobacter 230 ceppi:

- ldentificazione di specie tramite
PCR (Wang et al, 2002)

- Antibiogramma (anche STEC) con
metodo della microdiluizione in
piastra, sistema automatizzato ’
Sensititre™ (Trek Diagnostic
Systems, Biomedical Service)
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Ceppi Campylobacter spp.

PFGE in accordo al protocollo Pulsenet USA 2013 (CDC, 2013)

MLST (www.pubmist.org) sette loci specifici housekeeping (aspA,
glnA, gltA, glyA, pgmA, tktA,uncA). | STs sono stati raggruppati in
complessi clonali (CCs), utilizzando i tools disponibili all’interno
del database internazionale (www.pubmilst.org).

Tipizzazione tramite sequenziamento della regione corta variabile
della flagellina (flaA-SVR)

Sequenziamento NGS tramite strumento Solexa (illumina Inc.,

California) y
Comparazione dei ceppi isolati nell'ambito progetto con ceppi
isolati nell’'uomo


http://www.pubmlst.org/
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Risultati

Campylobacter spp. nella carne di pollo

Totale Campion Totale Numerazione (UFC/g)
campionii Negativi positivi | .10 (presente) 10-100 101-500 501-1000 >1000
Coscia/ sovracoscia 578 452 126 48 57 17 4
Petto 665 575 90 47 32 10 0
Totale 1243 1027 216 95 89 27 4

-

2l

Prevalenza Prevalenza Prevalenza Prevalenza

% 1ZSPLV % IZSAM % 1ZSPB % Totale
Coscia/sovracoscia 7,97 42,45 13,91 21,79
Petto 4,8 23,95 7,08 13,53
Totale 6,38 31,8 10,33 @,@

T —



“‘\\‘-.:!l-
S,
SN

aas,
X
"

§
-
\

’
g

IZSAM c.caporaLE

L S50 TERAMO
N

’eﬂh. SN

NI
Smnues

Risultati

Campylobacter spp. nella carne bovina

Tota.le . Campit.)r!i Tot.al.e. <10Numera2|one (UFC/e)
Campioni Negativi positivi (presente) 10-100 101-500
Hamburger 593 499 4 3 0 1
Carpaccio 181 179 2 2 0 0
Battuta al coltello 167 167 0 0 0 0
Salsiccia tipo Bra 166 165 1 1 0 0
Carne macinata 96 96 0 0 0 0
Totale 1203 1196 7 6 0 1
Prevalenza Prevalenza Prevalenza Prevalenza
% 1ZSPLV ~ % I1ZSAM % 1ZSPB % Totale
Hamburger - 0,8 0 0,67
Carpaccio 1,2 - 0 1,1
Battuta al coltello 0 - - 0
Salsiccia tipo Bra 0,6 - - 0,6
Carne macinata - - 0 0
Totale 0,6 0,8 0 (0,58
\ 'V 4
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£ col 0157 STEC nella carne bovina
Preparazioni Verocitotossici
carne bovina Totale Campioni Totale Positivi| positivivtxl  positivi vix2 positivi vix1 eae  positivi vtx2 eae positivi vtx eae top5
IZSAM
2 11 2 1 2
1 contaminato da 1 contaminato da STEC
Hamburger 500 19 . vix1l+ & 0157 vix1+ eae+
2 ceppi STEC .
(1vtx1+ e 1vtx2+) 1 contaminato da STEC
vix2+ & 0157 vix2+ eae+
IZSPB
Carne macinata 96 3 0 3 0 0 0
Carpaccio 14 1 1 0 0 0 0
Hamburger 93 1 1 0 0 0 0
IZSPVL
Carpaccio 167 2 0 2 0 0 0
Battuta al coltello 167 0 0 0 0 0 0
Salsiccia di Bra 166 0 0 0 0 0 0
Totale 1203 26 5 17 2 1 2
Prevalenza Prevalenza Prevalenza Prevalenza
% I1ZSPLV % 1ZSAM % IZSPB % Totale
Hamburger - 3,8 1,08 3,37
Carpaccio 1,2 - 7,14 1,66
Battuta al coltello 0 - - 0
Salsiccia tipo Bra 0 - - 0
Carne macinata - - 3,13 A3

Totale 0,4 33 2,46 Q2.16)
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Risultati
Ceppi Campylobacter spp.

¢ I|dentificazione di specie:
- C. jejuni 58,45% degli isolati
- C. coli 41,55% degli isolati
e Resistenza agli antimicrobici *Eritromicina: sensibilita intermedia 73,5%
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MatriciCampionate

				Totale campioni		Matrice		Totale campioni		PD		GD

		IZSPLV				IZSPVL

		coscia/sovracoscia		251		Battuta al coltello		167		X

		petto		250		Carpaccio		167		X

		Totale		501		Salsiccia tipo Bra		166		X

		IZSAM				IZSTE

		coscia/sovracoscia		212		Hamburger		74		x

		petto		288		Hamburger		426				x

		Totale		500

		IZSFG				IZSFG

		Coscia /sovracoscia		115		Carpaccio		14		x

		petto		127		Hamburger		93				x

		Totale		242		Carne macinata		96				x

		PVL+AM+FG		1243		Totale		1203

																		Pollo		Coscia/sovracoscia		Petto		Bovino		Hamburger		Carpaccio		Battuta al coltello		Salsiccia tipo Bra		Carne macinata

																IZSPLV		501		251		250		500		-		167 (PD)		167 (PD)		166 (PD)		-

																IZSAM		500		212		288		500		500 (426GD+74PD)		-		-		-		-

																IZSPB		242		115		127		203		93 (GD)		14 (PD)		-		-		96 (GD)

																Totale		1243		578		665		1203		593		181		167		166		96





CampylobacterPollo

				Totale campioni		Camp. Positivi		Camp. Negativi		Prevalenza						Totale campioni		Totale campioni negativi		Totale campioni Positivi		P						Totale campioni		Totale positivi		Numerazione

										%												%								isolamento		<10  *		10-100 ufc/g		101-500 ufc/g		501-1000		>1000

		IZSPLV												Coscia /sovracoscia		578		452		126		21.79										ufc/g						ufc/g		ufc/g

		coscia/sovracoscia		251		20		231		7.97				petto		665		580		90		13.53				Coscia/		578		126		332*		57		17		4		0

		petto		250		12		238		4.8				Totale campioni		1243		1032		216		17.37				sovracoscia

		Totale		501		32		469		6.38																Petto		665		90		489*		32		10		0		1

		IZSAM																								Totale		1243		216		821		89		27		4		1

		coscia/sovracoscia		212		90		122		42.45

		petto		288		69		219		23.95

		Totale		500		159		341		31.8

		IZSFG

		Coscia /sovracoscia		115		16		99		13.91

		petto		127		9		123		7.08

		Totale		242		25		222		10.33

		PVL+AM+FG		1243		216		1032		17.37

																																														Prevalenza % IZSPLV		Prevalenza % IZSAM		Prevalenza % IZSPB		Prevalenza % Totale

																																												Coscia/sovracoscia		7.97		42.45		13.91		21.79

																																												Petto		4.8		23.95		7.08		13.53

																																												Totale		6.38		31.8		10.33		17.38

																																																										Totale campioni		Campioni Negativi		Totale positivi		Numerazione (UFC/g)

																																																																<10 (presente)		10-100		101-500		501-1000		>1000

																																																								Coscia/ sovracoscia		578		452		126		48		57		17		4		0

																																																								Petto		665		575		90		47		32		10		0		1

																																																								Totale		1243		1027		216		95		89		27		4		1





CampylobacterBovino

		Matrice		Totale campioni		N. Positivi		N.		PD		GD						Pollo		Coscia/sovracoscia		Petto		Bovino		Hamburger		Carpaccio		Battuta al coltello		Salsiccia tipo Bra		Carne macinata

								negativi								IZSPLV		501		251		250		500		-		167 (PD)		167 (PD)		166 (PD)		-

		IZSPVL														IZSAM		500		212		288		500		500 (426GD+74PD)		-		-		-		-

		Battuta al coltello		167		0		167		X						IZSPB		242		115		127		203		93 (GD)		14 (PD)		-		-		96 (GD)

		Carpaccio		167		2		165		X						Totale		1243		578		665		1203		593		181		167		166		96

		Salsiccia tipo Bra		166		1		165		X

		IZSTE

		Hamburger		74		1		73		x

		Hamburger		426		3		423				x

		IZSFG

		Carpaccio		14		0		14		x

		Hamburger		93		0		93				x

		Carne macinata		96		0		96				x

		Totale		1203		7		1196

																																												Prevalenza % IZSPLV		Prevalenza % IZSAM		Prevalenza % IZSPB		Prevalenza % Totale

																																										Hamburger		-		0.8		0		0.67

																																										Carpaccio		1.2		-		0		1.1

																																										Battuta al coltello		0		-		-		0

																																										Salsiccia tipo Bra		0.6		-		-		0.6

																																										Carne macinata		-		-		0		0

																																										Totale		0.6		0.8		0		0.58

																																																								Totale Campioni		Campioni Negativi		Totale positivi		Numerazione (UFC/g)

																																																														<10 (presente)		10-100		101-500

																																																						Hamburger		593		499		4		3		0		1

																																																						Carpaccio		181		179		2		2		0		0

																																																						Battuta al coltello		167		167		0		0		0		0

																																																						Salsiccia tipo Bra		166		165		1		1		0		0

																																																						Carne macinata		96		96		0		0		0		0

																																																						Totale		1203		1196		7		6		0		1





STEC

				Prevalenza % IZSPLV		Prevalenza % IZSAM		Prevalenza % IZSPB		Prevalenza % Totale

		Hamburger		-		3.8		1.08		3.37

		Carpaccio		1.2		-		7.14		1.66

		Battuta al coltello		0		-		-		0

		Salsiccia tipo Bra		0		-		-		0

		Carne macinata		-		-		3.13		3.13

		Totale		0.4		3.8		2.46		2.16

														Carne Bovina		Totale campioni		Totale negativi		Totale positivi										Carne Bovina		Totale campioni		Totale negativi		Totale positivi		Prevalenza				Carne Bovina		Totale campioni		Totale negativi		Totale positivi		Prevalenza		PD		GD								Non verocitotossici		Verocitotossici

																																						%												%								Tipologia		Totale campioni positivi 30*		eae+		Totale		positivi		positivi		positivi		positivi

														IZSPB																IZSPB												IZSPB																								VTX1+		VTX2+		VTX1+eae+		VTX2+eae+

														Carpaccio		14		13		1										Carpaccio		14		13		1		7.14				Carpaccio		14		13		1		7.14		x						IZSTE

														Hamburger		93		92		1										Hamburger		93		92		1		1.08				Hamburger		93		92		1		1.08				x				Hamburger		30*		17		14		2		9		2		1

														Carne macinata		96		93		3										Carne macinata		96		93		3		3.13				Carne macinata		96		93		3		3.13				x								(1 E. coli O26 )								(1 ceppo di E. coli VTìtx1,eae+)		(E. coli VTìtx1,eae+)

														Totale campioni		203		198		5										Totale campioni		203		198		5		2.46				Totale campioni		203		198		5		2.46								IZSFG

														IZSPVL																IZSPVL												IZSPVL																Carne macinata		3		-		3		0		3		0		0

														Battuta al coltello		167		167		0										Battuta al coltello		167		167		0		0				Battuta al coltello		167		167		0		0		x						Carpaccio		1		-		1		1		0		0		0

														Carpaccio		167		165		2										Carpaccio		167		165		2		1.2				Carpaccio		167		165		2		1.2		x						Hamburger		1		-		1		1		0		0		0

														Salsiccia tipo Bra		166		166		0										Salsiccia tipo Bra		166		166		0		0				Salsiccia tipo Bra		166		166		0		0								IZSPVL

														Totale campioni		500		498		2										Totale campioni		500		498		2		0.4				Totale campioni		500		498		2		0.4								Carpaccio		2		-		2		0		2		0		0

														IZSTE																IZSTE												IZSTE																Salsiccia di Bra		1		-		1		0		1		0		0

														Hamburger		74		71		4										Hamburger (=Totale)		500		481		19*		3.8				Hamburger		74		71		4		5.4		x						Totale		38		17		22		4		15		2		1

														Hamburger		426		399		33										Totale campioni (FG+TO+TE)		1203		1177		26		2.16				Hamburger		426		399		33		7.7				x

														Totale		500		470		30*																						Totale		500		470		30*		6

														Totale campioni (FG+TO+TE)		1203		1160		38																						Totale campioni (FG+TO+TE)		1203		1160		38		3.15

																																																																												Preparazioni carne bovina		Verocitotossici

																																																																														Totale Campioni		Totale Positivi		positivi vtx1		positivi vtx2		positivi vtx1 eae		positivi vtx2 eae		positivi vtx eae top5

																																																																												IZSAM

																																																																												Hamburger		500		19		2		11		2		1		2

																																																																																		1 contaminato da                   2 ceppi STEC                       (1vtx1+ e 1vtx2+)								1 contaminato da STEC vtx1+ & O157 vtx1+ eae+                              1 contaminato da STEC vtx2+ & O157 vtx2+ eae+

																																																																												IZSPB

																																																																												Carne macinata		96		3		0		3		0		0		0

																																																																												Carpaccio		14		1		1		0		0		0		0

																																																																												Hamburger		93		1		1		0		0		0		0

																																																																												IZSPVL

																																																																												Carpaccio		167		2		0		2		0		0		0

																																																																												Battuta al coltello		167		0		0		0		0		0		0

																																																																												Salsiccia di Bra		166		0		0		0		0		0		0

																																																																												Totale		1203		26		5		17		2		1		2
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Risultati

AMR ceppi Campylobacter spp.

Resistenza a singoli
antimicrobici in
C. jejuni e C. coli
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Risultati

AMR ceppi STEC

Resistenza a singoli
antimicrobici nei
ceppi STEC
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Risultati

PFGE Campylobacter spp.

13 Cluster (similarita dei
profili di macrorestrizione
dei ceppi almeno del 95%

C.jejuni DBDS16.0243
cluster piu numeroso (24
ceppi da IZSAM e |ZSPB)

altri 3 cluster costituitida 6
ceppi, un cluster di 5 ceppi
e i 7 rimanenti da 3 ceppi
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Risultati
MLST Campylobacter spp.

e 68 sequence types e Oltre I'80% e 4 sequence types
(STs) raggruppati in degli isolati nuovi, in attesa di
16 complessi clonali appartengono assegnazione nel Data
(CCs). a6 CC Base internazionale.

CC alimenti
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Risultati

MLST Campylobacter spp.

C.coli: 3 CCs, per 7 ceppi CCs

non assegnato, 84,2% dei

ceppi appartengono al CC828, ™
che comprende 23 STs, il piu
rappresentato e il ST832.
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443 complex; 4,40%

206 complex; 5,90%

C.jejuni: 15CCs, il piu y
rappresentato e il ST2116 del
CC353, seguito dal ST2863 del

CC354
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- Risultati

flaA-SVR Campylobacter spp.

e sono stati evidenziati 24 alleli differenti di flaA negli
isolati analizzati di C. jejuni e C. coli.

* InC. jejuni quello maggiormente presente é stato
’allele 287 con 23 isolati (23,23%), seguito dall’allele 34,
presente in 12 isolati (12,12%) e dal 67 presente in 5
isolati (5,5%) tutti da campioni di pollo.

 |InC. coli e pit rappresentato |I'allele 66 con 16 isolati
(29.6%), seguito dal 17 con 10 isolati (18,52%). Nel
gruppo degli isolati con alleli 66 e 17, oltre ad essere )‘
presenti ceppi isolati da pollo, sono presenti anche i
ceppi isolati da preparazioni di carne bovina.
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Combinando le metodiche PFGE, MLST e flaA-SVR si aumenta
notevolmente la possibilita di individuare popolazioni clonali.

I’allele flaA 287, presente su tutto il territorio nazionale, e

Discussione & Conclusioni

Campylobacter spp.

strettamente correlato al ST2116-CC353 ed al cluster ottenuto con la

PFGE chiamata DBDS16.0243 (probabile popolazione clonale);

ST2116 del CC353 e ST2863 del CC354 predominano solo
nell’ambito territoriale italiano.
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Discussione & Conclusioni

Snnues

AMR Campylobacter spp. & STEC

Chinoloni e fluorchinoloni insieme all’Eritromicina, sono le

molecole di elezione nel trattamento della campylobacteriosi
umanal

Elevata multiresistenza degli isolati di Campylobacter: 43,5%
dei ceppi multiresistente a 3 molecole con pattern di resistenza
CipAnTe seguita dal pattern di resistenza CipAnTeS con il 18,3%.

| ceppi di STEC isolati nel presente studio rispetto ai dati riportati

in letteratura sono risultati mediamente piu resistenti per
Ampicillina, Sulfisoxazolo, Tetraciclina. Tutti i ceppi sono risultati y
multiresistenti (fino a 6 molecole)!



1Y IZSAM c.caproraLE e e - -
Discussione & Conclusioni
“5‘#}3&‘1@‘#
« Variante genetica vtx2f non rilevata STEC

« STEC prevalenza 2,16%

IZSAM - Campioni Centro Italia

« STEC: 19 hamburger = 3,8%

« E.coli patogeni (STEC+EPEC) in 37 hamburger = 7,4%

* Presenza presuntiva* di STEC in altri 45 hamburger = 9%

« STEC in grado di causare la lesione intestinale attaching/effacing in 27 di
guesti = 5,4%

*Nota sull’espressione dei risultati ottenibili applicando il metodo ISO/TS 13136:2012 nel rapporto di prova
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e Valutazione dell’esposizione
* Prevalenza & Livelli di contaminazione l

Caratterizzazione e comparazione dei ceppi

e Valutazione del rischio

$

 Nuovi Criteri Microbiologici?
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...e grazie per l'attenzione!
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