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Obiettivi
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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’IZS Sardegna nell’ambito 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» .



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

 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.

Ceppi isolati



Su ciascun ceppo sono stati effettuati:

 PCR multiplex per la determinazione della

specie di Listeria (L. monocytogenes, L.

innocua, L. ivanovii, L. welshimeri e L.

seeligeri);

 sequenziamento rRNA 16S per la

determinazione di specie non comprese

nel protocollo (es L. grayi);

Materiali e metodi

Identificazione e conferma di specie



Caratterizzazione dei ceppi
I ceppi risultati essere L. monocytogenes sono stati

caratterizzati mediante:

 PCR multiplex per la determinazione del

sierogruppo;

 elettroforesi in campo pulsato (PFGE) e successiva

analisi dei profili di macrorestrizione in ApaI ed

AscI per la determinazione del pulsotipo;

 sequenziamento del genoma per la

determinazione del Clonal Complex (CC) ed analisi

cgMLST;

 sequenziamento di ceppi di L. innocua per la

ricerca di geni di patogenicità.

Materiali e metodi



Risultati ceppi carne
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 Le principali specie riscontrate

sono state L. monocytogenes

e L. innocua.

 I sierogruppi di L. monocytogenes

prevalentemente riscontrati sono stati il

IIb e il IIc.

Identificazione di specie e sierogruppo



Risultati ceppi carne
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 L’analisi PFGE ha mostrato la presenza

di 7 differenti pulsotipi con entrambi

gli enzimi AscI e ApaI.

 Stesso pulsotipo ritrovato sia in

campioni ambientali sia nei prodotti

della stessa azienda.

 L’analisi MLST ha evidenziato la

presenza di 5 CC (potere discriminante

inferiore rispetto alla PFGE).

 I CC predominanti sono stati: CC5

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

Caratterizzazione dei ceppi



Risultati ceppi carne
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 L’analisi cgMLST ha

evidenziato che i ceppi CC5,

isolati nella stessa azienda da

tamponi ambientali e da

prodotti, differiscono tra loro

di 1 o 2 alleli.

 Ceppi CC9 e CC121 sono stati

isolati in due aziende diverse.

Caratterizzazione dei ceppi



Risultati ceppi latte
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 Le principali specie riscontrate sono

state L. innocua e L. monocytogenes.

 Il sequenziamento rRNA 16S ha rilevato

la presenza di L. gray e L.

fleischmannii, specie non determinabili

con protocollo di PCR multiplex.

 I sierogruppi di L. monocytogenes

prevalentemente riscontrati sono stati il IIb,

IIa e IVb.

Identificazione di specie e sierogruppo



Risultati ceppi latte
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 L’analisi PFGE ha mostrato la

presenza di 6 differenti pulsotipi

con entrambi gli enzimi AscI e

ApaI.

 Pulsotipi diversi ritrovati nella

stessa azienda.

 L’analisi MLST ha evidenziato la

presenza di 4 CC, tra cui il CC1.

 Per 12 ceppi, a causa di un locus,

non è stato possibile determinare

il CC (NF).

Caratterizzazione dei ceppi



Risultati ceppi latte
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 L’analisi cgMLST ha evidenziato che

alcuni ceppi NF (gene dat non

assegnato), isolati da tamponi in

punti di prelievo diversi, sono

esclusivi di una azienda e sono

vicini al CC3 (50 alleli di

differenza).

 I restanti ceppi NF (gene dapE non

assegnato) sono stati isolati in

un’unica azienda e sembrerebbero

vicini al CC2.

Caratterizzazione dei ceppi



geni di patogenicità L. innocua
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 L. innocua e L. monocytogenes sono le due specie geneticamente

più vicine, legate da un punto di vista evolutivo ad un antenato

comune.

 Esistono vari casi di L. innocua atipiche con geni di patogenicità

tipici di L. monocytogenes.

 Isole di patogenicità in comune tra le due specie:

 LIPI-1: implicata nei meccanismi di replicazione intracellulare

e mobilità, 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

(llsAGHXBYDP).

 LIPI-4: codifica attività metaboliche ed attività coinvolte nelle

infezioni neurali e della placenta. 6 geni (da

LM9005581_70009 a LM9005581_70014).



geni di patogenicità L. innocua

13Workshop LNR Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019

I file fasta dei ceppi di L. innocua sequenziati sono

stati caricati online nel sito dell’Istituto Pasteur

(database con 85 loci totali).



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

 LIPI-3  LIPI-4

 Il 25,7% dei ceppi di L. innocua è caratterizzato dalla presenza di entrambe le LIPI-3 e

LIPI-4 complete (ceppi isolati da tamponi ambientali e da acque reflue).



Conclusioni

 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.

 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: è 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 è stato
possibile assegnare il relativo CC (NF).

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

15Workshop LNR Lm 2019. Teramo, 04 Luglio 2019



GRAZIE A TUTTI 
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L’ATTENZIONE!
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