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Contaminazione ambientale nelle aziende di produzione in
Sardegna: latte e carne. Valutazione dei risultati dopo y
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Caratterizzazione genetica di ceppi di Listeria
monocytogenes e Listeria innocua, isolati da
prodotti a base di carne e latte e relative aziende di
lavorazione, inviati dall’lZS Sardegna nell’lambito del
progetto «Ricerca e caratterizzazione di nuove
varianti patogene di microrganismi del genere
Salmonella e Listeria in matrici alimentari e ambienti
di produzione mediante tecniche di epidemiologia

molecolare e studi di microbiologia predittiva» . ﬁ
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Materiali e metodi

l I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

Ceppi isolati

1 Aziende di lavorazione prodotti a base di carne: 50
ceppi totali, di cui 29 isolati da ambiente di
lavorazione e 21 da alimenti.

#' | O Aziende di lavorazione prodotti a base di latte: 82
ceppi totali, di cui 63 isolati da ambiente di
lavorazione, 17 da acque reflue e 2 da alimenti. y
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e Materiali e metodi

I I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

Identificazione e conferma di specie

Su ciascun ceppo sono stati effettuati:

v" PCR multiplex per la determinazione della
specie di Listeria (L. monocytogenes, L.
innocua, L. ivanovii, L. welshimeri e L.

seeligeri);

v sequenziamento rRNA 16S per la l
determinazione di specie non comprese !"

nel protocollo (es L. grayi);
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e Caratterizzazione dei ceppi

Laboratario Nazionale di Riferimente

| ceppi risultati essere L. monocytogenes sono stati
caratterizzati mediante:

v" PCR multiplex per la determinazione del

sierogruppo; e A s
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v’ elettroforesi in campo pulsato (PFGE) e successiva o .
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Ascl per la determinazione del pulsotipo;
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determinazione del Clonal Complex (CC) ed analisi

1l

cg M LST’ SNODE_1_length_696095_cov_62.110763
ATATATAATAGTAAATCTTATCAAMBAAAGAT TACGCARACTAAGTCGTAATCTTTTTTT
v . di i di L i | GATTATATTAGATAGTTTTTCTTGTAACTAAATGATTTATTTTCCGGGT TAAGTTGAMA
ACATTTTACCATATAGTGCAACAAGAATAAGAAMATAATAAAGATGAATGTAGTAATTC
SequenZ|amentO I ceppr di L. Inhocua per la . CAATATTGTTTTCCATTTGAAACACGATTAACAAT TCAATAAGTAAAAACAAACTCACTA
TCOCACCAAARATCGTCCAACGTTTGCGGATATT T TTGTAAAGT TGAATTAGGGAAGTCT
. . . ge L CGTCAGTGAMATAGCTTCCTCTGTTTC TCCAGGAGCTACGGCTTTGCGBARATACATCC
ricerca di geni di patoge nicita. AATTGCCATTTAATACTGOATAGCTAMAACAGTC TCCCAGCCAGCATC TTCOAAMAGTG
TG TAGG AT T TG T T T T AT TTT T TTGAAATCAATCGCATAGCTGTATTTCG
CAGOC TCTCCCTGTTTOAAATGATATC TARAAGAT TTATATT TTTGAAAGAACCAACCAT
Bl TTTGTGCCATTTCATTTARATAGGC TTCTTCTTTCTCCATATTGTCCACOOTARAARACT
T TAACGACTTTTTTCTCCATTATTAGACCTCCCTTGAGTTTCTATACAATTCTTCGATGLG

GO TT T T T AAT TGCAAAATATCTGTGCCAATTTCAGTAAT TTGATAGATTTTCCGATT
AFTETrT I T I A AT A AT T T AN AT A AT TAT A T T TAT T A AT T T T AAATALASTTIFAAATA



T Risultati ceppi carne
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B s Identificazione di specie e sierogruppo
lla IVb
. 23% e
L. welshimeri

Ib
L. monocytogenes 42%
52%
L. innocua
36%

31%
: , |
O Le principali specie riscontrate | sierogruppi di L. monocytogenes f’
sono state L. monocytogenes prevalentemente nscontratl sono statl |I | ‘

el
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e L. innocua. lIb e il llc. —‘
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I I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

Asd +Apal PFGE Ascl PFGE Apal

Risultati ceppi carne

Caratterizzazione dei ceppi

§16

u C

E TAMPONE BANCOAMB LAVORO GIEAIB007  GXEA120080
E TAMPONE BANCOAMB LAVORO GIEAIB007  GXEA120080
E TAMPONE INTERNO APPARECCHIATURE  GXEAT6.0007  GXEA1200%0
E CARNENACINATA GIEAIB007  GXEA1200%0
E SALSCOR GIEAIB0007  GXEA1200%0
E SALSCCA GIEATE.0007  GXEAT200%0
D TAMPONEATTREZZI GIEAIGOM4E  GXEAT20020
F TAMPONEBANCOAMB LAVORO GIEAIE0135  GXEA120414

[ G TAMPONEPAV ANB.LAVORO GNEATG.002  GXEA1200%8
[ ¢ TAPONEPAV AVB.LAVORO GNEATG.002  GXEA1200%8
[ TAMPONEPAV ANB. LAVORO GHEAIE0002  GYEA1200%
[c  cioassa GIGATG.0085  GIEA12.0363
o caRcAssA GIFAIRNAS.  GXRAT2. IR
[T H TAMPONE PAV. ANB. LAVORO GHEAIBO092  GXEA120305
\'}EH TAMPONE PAY. ANB. LAVORO GHEAIBO092  GXEA120305
[TH sALSIcoR GHBATE.0002  GREA12.0306
[[H SALSICOR GHEAIB092  GXEA120305
01 SsALSICOA GIBMB.0092  GKEAT20306
[[H SALSICOR GHEATB092  GXEA120305
[1H  sALSicoA GXGAB0002  GIGA120306
[[H SALSICOR GIEAIG0092  GXEA120305
[TH SALSCOR GXGAB0002  GIBA120306
[[gH SALSICCIA GIEAIE0092  GXEA120305
[[H  sAscoA GIEATG0092  GXEA120305

CCo
CC9
CC9
CCY
CCY
CC9
CCY
(MY
CC8
ccin
ccin
ccin
ccin
ccin
CCa
CCa
CC3
CC3
CC3
CC3
CC3
CC3
CC3
CC3
CC3

Workshop LNR Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019

O Lanalisi PFGE ha mostrato la presenza

di 7 differenti pulsotipi con entrambi
gli enzimi Ascl e Apal.

Stesso pulsotipo ritrovato sia in
campioni ambientali sia nei prodotti
della stessa azienda.

LUanalisi MLST ha evidenziato Ia
presenza di 5 CC (potere discriminante
inferiore rispetto alla PFGE).

| CC predominanti sono stati: CC5

(42%), CC9 (31%) e CC121 (19%).

i 538




Croo Risultati ceppi carne
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Caratterizzazione dei ceppi

azienda

W 1ZS SA 03 15 RC AZIENDA H...
[11Z5 SA 03 15 RC AZIENDAE. .
1125 SA 03 15 RC AZIENDA G
[ JIZ55A 03 15 RC AZIENDAC...
M Z5 SA 03 15 RC AZIENDA A . D
[]1ZS SA 03 15 RC AZIENDAD...
M 1ZS SA 03 15 RC AZIENDAF...

Lanalisi cgMLST ha
evidenziato che i ceppi CC5,
isolati nella stessa azienda da
tamponi ambientali e da

prodotti, differiscono tra loro

) di 10 2 alleli.
1224 \ / N ’
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—  Ceppi CC9 e CC121 sono stati

isolati ingduesaziendeldiverse.
. Y
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T Risultati ceppi latte

Identificazione di specie e sierogruppo

b
' 50%

I I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

Ila
L. warnovi 1. fleischmannii L. seefigeri
= — 0,
Loio__ 3%\ z 23%
5% ""-\._\_H_ N
"N

\-.. L. innocua
I manocytogenes WY S 62%
%

IVb
27%

Le principali specie riscontrate sono QO | sierogruppi di L. monocytogene
state L. innocua e L. monocytogenes. prevalentemente riscontrati sono stati il llb, {
Il sequenziamento rRNA 16S ha rilevato lla e IVb.
la presenza di L. gray e L. e e w @ v \J
fleischmannii, specie non determinabili \_‘ . ”

con protocollo di PCR multiplex. Workshop LNR Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019 ‘ A
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I Listeria monocytogenes

Caratterizzazione dei ceppi

i PR As PRoEApel O lanalisi PFGE ha mostrato la

ACQUAREFLUA  GYGATGODN  GXBATZOD2 IF presenza di 6 differenti pulsotipi
ACQUARERLUA  GXGATGOOND  GIEGATIONT2 I

TANPONE AVBIENTALE. GHGATGOTE)  GIGAT2 004  CC1
TANPONE AVBENTALE. GHGATGO1E)  GYGAT200B4 L1
TANPONE AVBIENTALE. GYGAIGOTE)  GYGAT20B4  CC1
TANPONE AMBIENTALE. CYGAIGOS0  CXBAT2008¢  CCA Apal.

TANPONE AVBENTALE. GHGATG 0016 GXGAZOTTT T

TAPONE AVBENTALE. GYGAIGO06  GXGAR2OTTT I 0 Pulsotipi diversi ritrovati nella
TANPONE AVBENTALE. GHGAIG 006 GXGAR2OTTT N

TANPONE AVBENTALE. GYGAIGOD6  CXGAR2OMTT N )

TAVPONE AWBIENTALE. GYGAIG 005 GYBAT2ONTT  IF stessa azienda.

1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
16.001 1201
16.001 1201
16.001 1201
16.001 1201
TAMPONE AMBIENTALE. GX6A16.0016  GXBA12017T  NF
16.001 1201
16.001 1201
16.001 1201
16.001 1201
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

con entrambi gli enzimi Ascl e

TAPONE AMBIENTALE. GYGAIGO0TS  GXGAT20NTT  IF O analisi MLST ha evidenziato la
TAVPONE AVBIENTALE. GXBATGO0G  GIBATIONT I

TAMPONE AMBIENTALE. GX6A16.0016  GXBA12017T  NF . -
TAMPONE AMBIENTALE. GX6A16.0016  GXBA12017T  NF presenza dl 4 CCI tra Cul II CC]"

AQUAREFLUA  GXGATGODTS  GXGA20418  OC3
TAVPONE AVBIENTALE. GXBMGO0AT  GXBAT20HT  CC18 L Per 12 ceppi, a causa di un Iocus,
TAVPONE AMBIENTALE. GYEATGONT  GXBATZTT  CC18

TAVPONE AVBIENTALE. GYGATGODT  GYBATZ0ATT  CC18
TAPONE AVBIENTALE. GYEATB0029  GXBAT2002  CC31

non e stato possibile determinare

TAMPONE AMBIENTALE. GX6A16.0029  GXEA120032  CC31

il CC (NF).
; = WY 2N\
Workshop LNR'Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019 s, T F I'F & @8 W go [ .%
LB, a4 P\ 'y J1 B s B



C oo Risultati ceppi latte

\\‘ TERAMO
‘ ¢~.

, ‘q‘l‘mﬂ?@

‘M\J

I l Listeria monocytogenes

Caratterizzazione dei ceppi

O Lanalisi cgMLST ha evidenziato che
alcuni ceppi NF (gene dat non

s assegnato), isolati da tamponi in

LT O
HiM

punti di prelievo diversi, sono

11441

vicini al CC3 (50 alleli di

/ esclusivi di una azienda e sono

differenza).

1209

O | restanti ceppi NF (gene dapE no
assegnato) sono stati isolati in/
un’unica aziendage sgmbrereb"bero

vicini al CC2. ) a1
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I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

Q L. innocua e L. monocytogenes sono le due specie geneticamente
piu vicine, legate da un punto di vista evolutivo ad un antenato
comune.

O Esistono vari casi di L. innocua atipiche con geni di patogenicita
tipici di L. monocytogenes.

O Isole di patogenicita in comune tra le due specie:

» LIPI-1: implicata nei meccanismi di replicazione intracellulare
e mobilita, codifica per listeriolisina O (LLO). 6 geni (prfA, plcA,
hly, mpl, actA, plcB).

» LIPI-3: codifica per listeriolisina S (LLS), fattore emolitico e
citotossico che altera la flora intestinale dell’ospite. 8 geni
(IIsAGHXBYDP).

» LIPI-4: codifica attivita metaboliche ed attivita coinvolte nelle
infezioni neurali e della (da

placenta. 6 geni

LM9005581 70009 a LM9005581_70014).

Workshop LNR Lm 2019, Teramo, 04 Luglio 2019 [l | | || ’

geni di patogenicita L.
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Atypical Hemolytic Listeria innocua Isolates Are Virulent, albeit
Less than Listeria monocytogenes

Alexandra Moura,*®< Qlivier Disson,®* Morgane Lavina,>< Plerre Thouvenot,*®< Lel Huang,>=9 Alexandre Leclercg,®<
Marla Fredriksson-Ahomaa,® Athmanya K. Eshwar,® Roger Stephan,® Marc Lecultae=f

Clayton et al. BMC Micrabiology 2014, 14:58
hittp:/fwww biomedcentral.com/1471-2180/14/58

(ouc
Microbiology

RESEARCH ARTICLE Open Access

Atypical Listeria innocua strains possess an intact
LIPI-3

Evelyn M Clayton " Karen M Da\y'_‘ Caitriona M Guinane®, Colin HiH")', Paul D Cotter™" and Paul R Ross™

AppLiED AND ENVIRONMENTAL MicromioLoay, July 2004, p. 4236-4266 Vol. 70, No. 7

(099-2240,04/808.00+0 - DOL: 101128/ AEM.70.7.4286-4266 2004
Copyright © 2004, American Socicty for Microbiology. All Rights Reserved.

Natural Atypical Listeria innocua Strains with Listeria monocytogenes
Pathogenicity Island 1 Genes

1. Johnson," K. Jinneman,' G. blelma B.G. bmlth ’D. Lye J Messer I Ulﬂszek L. Emn
8. Gendel,” R. W. Bennen B. bwammathan J. Pruckler,” A. btmgema]t S. Kﬂthﬂrlou
S, Yildirim,” D. Vo]okho» A Rawoly‘ V. Chizhikov,* M Wiedmann,”
E. Fortes,’ R. E. Duvall,” and A D. Hitchins™
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Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di

Riferimentc

| file fasta dei ceppi di L. innocua sequenziati sono
stati caricati online nel sito dell’lstituto Pasteur

(database con 85 loci totali).

« C @ hitps//bigsdb.pasteur.fricgi- bin/bigsdb/bigsdb.pldb=, steria_seqdef@page =sequenceQuery W T
Query. Search | rowse | List

Pasteur Options: General | Schemes | Loti | Scheme fislds
Breakdawn: Isokats fiskds | Scheme/atiles | Pubications
Links: Canlenis | Home: | Corabe

Hlagn [Eicip T IR PP

Sequence query - Listeria locus/sequence definitions

Plaase paste In your sequence to query anainst the datzhase Guery sequences will be ehecked first for an exact mateh 20ainst the chasen (o all lac! - they do not need to be tmmed. The nasrest pantial matrhes Wil be id2ntied If an exact match 1S not faund. You ean query using ether DNA or pepide
sequences. @

Please selecl lntusischems e results by
Vinilence b ocus v
Enter query sequence (smgle of mulbple conbgs up to whole genome in size) Atematively upioad FASTA fie or enter Genbank accession Acton
Select FASTA fle peset || Sumit

Sceglifie Messun fle selezionato

Uploaded file: DS3004679-12-FROM-2016-TE-18163-1-1_512_spades_scaffolds_L200 fasta

13 exacl matches found.

R TG W— Contig Start position | End position Flags|
LIPI3_llsX (LMOf2365_1115) 28 NODE_1_length_1021744_cov_22 255356 136006 136323
agrcC (Imo00s0) 154 NODE_3_length_458146_cov_25. 727840 209271 202565
cheY (ImeDsa) 41 NODE_1{_lengih_1021744_cov_22 255388 560357 50716
gltA (Imo2549) 2 NODE_5_length_221370_cov_20.000856 43450 43087
gt (Imo2482) 70 NODE_5_length_221370_cov_28.000856 110808 111641
K (Imo13786) 121 1452 NODE_d_lengih 437765 cov_14 974314 104553 106004
lisR (Imo1377) 84 681 NODE_4_lenglh_437785_cov_14.574514 103676 104556
IplA1 (Imo0ssd) 106 996 NODE_1_lengih 1021744 cov 22055308 285243 285258
15pA (IM01844) 60 465 NODE_Z_lengih_574630_cov_24 570101 49104 49568,
LM3D0S581_70011 (LIFI4) 12 315  NODE_Z_lenglh_524630_cov_24. 520101 510014 510325
LMSODSSE1_70012 (LIPHA) 20 747  NODE_2_length 524600_cov_24.520101 509254 510000
01280 (CoTY) 83 TB0  NODE_4_lengih_437755_c0v_14 974914 5461 340
Ima243 (pdeE) 5 648 NODE_5_length_221370_cov_26.009856 100254 100801

Workshop LNR Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019

geni di patogenicita L. innocua

>NODE_1_length_636895_cov_62.118763

ATATATAATAGTAAATCT TATCAAAAAAAGAT TACGCAAACTAAGTCGTAATCTTTTTTT
GATTATATTAGATAGTTTTTCTTGTAACTAAATGATTTATTTTCCGGGT TAAGT TGAAAA
ACATTTTACCATATAGTGCAACAAGAAT AAGAAAAATAATAAAGATGAATGTAGTAATTC
CAATATTGTTTTCCATTTGAAACACGAT TAACAAT TCAATAAGTAAAAACAAACTCACTA
TCECACCAAAAATCETCCAACGTTTGCGGATAT T TTTGTAAAGT TGAAT TAGGGAAGTCT
CGETCAGTGAAAATAGCTTCCTCTGTTTCTCCAGGAGC TACGGCT TTGCGGEAAATACATCC
AATTGCCATTTAATACTGGATAGC TAAAAACAGTC TCCCAGCCAGCATC TTCGAARAGTG
TTTTGTAGGCATCTTCGTCTCCTTCATTTTCTTTGAAATCAATCGCATAGCTGTATTTCG
CAGGCTCTCCCTGTTTGAAATGATATC TAAAAGAT TTATATTTTTGAAAGAACCAACCAT
TTTGTGCCATTTCATTTAAATAGGCTTCTTCTTTCTCCATAT TGTCCACGGTAAAAAACT
TAACGACTTTTTTCTCCATTATTAGACCTCCCTTGAGTTTCTATACAATTCTTCGATGCG
CECTTTTTCTAATTECAAAATATCTGTGCCAAT T TCAGTAAT TTGATAGATTTTCCGATT
ACTCTCTTCTTGAATAATTTGGATCAAATTATCTTTGTTCATTTTGGATAAGCTTCCGTA
AATAGTCCCGAGACCAAGCTTGATTCGATCATCTGTCATCTTTGCGACGTTTTCGATAAT
CGCGETAACCGTGCCTTGGTTTGACGAGCGATAGTAATATGTAAAAAGCGETTTCGGTCAT
TEEAAGATAGGCTTTCCGTAATTTTCCATTCATAACTATATCGCACCTCGATGTATTTGA
TGCTTATAATATATCACGGCTCGATATAATTTGCAATACCCCATTTTTTATTTCTTGAAA
TACCGTTTTTTCTTTGATAATTAGCCATTTTETTGGATTTTGEECCATTTTTCTAGCAAT
TAGTGGTTTTGTTCGTTGETCAAATAAATCGTCCCAATAAAACATTTTCTTTAACATGTT
GAACCGAATTGGGTAATGCGCTGCTTCTAATCGTAGTAATTGTTTAATTTGGCGCTTAAT
AATTTGGEAGCGGATTTGTTTTTTAGGTAAAT CAAGAAAAATAACCACGTCCGCTTGETT
AATGCTCTCGTCCACCCATGCTTCCARATGAACGCCTTCAATAATCCAGTTTTCTTGTTG
AAGAATCTTATTCAATACAGCTATTTTTTCATTGTCGETTCGTCTTACCTCTGTTTCTTC
TCETTTCCAGACAATGCGATCTGTTTCAAAATAATCGATTTGTTGCCACTCGGAAAGCTT
TTTTGCTAGAGTGETTTTGCCGCTTCCGACGEATCCEATAATACGAATTTTCATAAAAAA
ACCTCGCTTTAAATTAAATACTATCTTTTTACCCCGCTTTTATTTTATAATTATCTCATT
GTGATAAAAGGGAGEGAAATTTTTGATTATATTATTTATTGTATCAGGTTTGTTAGCTGE
GATGGTATTACCAGT TCAAACGGCCATCAATACGCGACTTAGTACATATACGAAATCACC
GTTTTTAGCTTCGTGGGTTTCTTTTATGGTAGGGACAACTGTTTTACTTATCGTTTGTTT
ATTTACACAAAAATCATGGCCAATATC T TCAGAAATGATTGCCTCAAATCCTTGETATAT
ATGGGTTEGTGETGEAACAT TAGGCGTTATTTTCTTAACGGCCAATATTTTACTTTTACC
TCEACTTGETTCGECACTTCTTGTGATGATTACGGTTTATGGACAAATGAT TATGGCGAT
TATTATTGATAACTTTGGTTTATTTCAAGTACCAATGCATGAGAT TAATATCGAACGTCT
ACTTGGCETTATCTTAATGT TCGGCGGCATTTACTTGATGCAACGCTTT TAAAAGGAGGA
GAAAACATGACAAAAAGATCATCCAAATCATTATTACTATTTATGGCAATGGGACTTGTT




P Risultati:
) geni di patogenicita L. innocua

I I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

&) LIPI-1:in alcun ceppo di L. innocua sono stati riscontrati geni collegati a LIPI-1.

O LIPI-3 a LIPI-4

. LIPI-4incompleta;
LIPI-3incompleta;

43,9%
25,8%

LIPI-3 completa;
28,8%

Q 1l 25,7% dei ceppi di L. innocua & caratterizzato dalla presenza di entrambe le LIPI-3 e

LIPI-4 completa;
57,6%

A "
l;
y

LIPI-4 complete (ceppi isolati da tamponi ambientali e da acque reflue)
\ k-
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I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimente

v Per le aziende di lavorazione prodotti a base di carne:

» presenza di CC9 e CC121 associati frequentemente a prodotti a base di
carne;

»  stessi ceppi di L. monocytogenes riscontrati in tamponi ambientali e
in prodotti;

» sarebbe opportuno per le aziende migliorare le procedure di

sanificazione.

v Per le aziende di lavorazione prodotti a base di latte:

» l'assenza di ceppi di L. monocytogenes isolati da prodotti
sottolineerebbe un corretto utilizzo delle procedure di sanificazione da
parte delle aziende;

»  presenza di CC1 isolati in tamponi ambientali: & classificato come iper-
virulento, spesso associato a casi clinici e frequentemente presente
nelle aziende e nei prodotti lattiero-caseari;

» ad oggi, per alcuni ceppi esclusivi di determinate aziende, non e stato
possibile assegnare il relativo CC (NF).

v Alcuni ceppi di L. innocua isolati da tamponi ambientali e da acque reflue
presentano geni di patogenicita riferibili a LIPI-3 e LIPI-4.

Workshop LNR'Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019 @ 7 /7 / &
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Hypervirulent Listeria monocytogenes clones'’
adaption to mammalian gut accounts for their
association with dairy products

Mylene M. Maury'?3, Hélene Bracq-Dieye'?, Lei Huang', Guillaume Vales'?, Morgane Lavina',
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Uncovering Listeria monocytogenes hypervirulence by
harnessing its biodiversity
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