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Progetto presentato da: SAHAANND WO N
ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE |

DELLA SARDEGNA

Area tematica: SICUREZZA ATLIMENTARE ‘

Titolo del tto: ] j
ltolo del progetto ..Nuove Varianti Patogene...

Ricerca e caratterizzazione di nuove varianti patogene di microrganismi . . 00
del genere Salmonella € Listeria in matrici alimentari € ambienti di -....genere Listeria.....matrici

produzione mediante tecniche di epidemiologia molecolare e studi di alimentari e ambienti di
microbiologia predittiva .
produzione .....
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Il tema

Nel management delle contaminazioni microbiche negli
stabilimenti di trasformazione alimentare, alla luce della piu
recente bibliografia, emergono tendenze e segnali chiari: %’\'

o

la ricerca di L.innocua
e piu in generale di Listeria spp.
dovrebbe essere regolarmente inserita nel pannello dei test
utilizzati in fase di monitoraggio ambientale

Questa ricerca nasce dalla necessita di
verificare questo approccio nella realta produttiva della
Sardegna
iniziando da una «zona campione» rappresentativa
delle diverse tipologie produttive espresse dal territorio
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....varianti patogene Listeria spp ....... Perché?

... SU questo argomento esiste una consistente base
bibliografica in particolare su L.innocua

Tt

2003
....Segnalazione primo caso clinico fatale

......

2004
....>egnalazione isola di patogenicita LIPI-1

2012 o ,/df[ ", oo,
....caratterizzazione genomica ipotesi ruolo di
reservoir
nella trasmissione di geni di patogenicita e antibiotico resistenza
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o 2014
g it Mo el s M Mtac ...riscontro di diversi gradi di
espressione
dell’isola di patogenicita LIPI-3
... ruolo listeriolisina S ......

-
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"B 2019...una delle ultime segnalazioni conferma dell’attualita del
e tema — |

oS g1 ....con il sequenziamento dell'intero genoma si
T conferma la presenza di LIPI-1...
...saggi funzionali dimostrano che i geni LIPI-1
e inlA sono trascritti e che i corrispondenti prodotti
genici sono espressi e funzionali......

...saggi in vitro e in vivo ....
L. innocua atipica e virulenta

puo attraversare attivamente l'epitelio intestinale e si diffonde sistematicamente
al fegato e alla milza anche se in misura minore rispetto al ceppo di riferimento

L. monocytogenes
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Sebbene |'esposizione umana a L. innocua emolitica sia probabilmente rara
il monitoraggio della presenza di L.innocua

e piuin generale di Listeria spp € importante nella




Metodologia

Identificazione di specie del

genere Listeria

VITEK® 2 System

API® Listeria identification system
bioMerieux

Isolamento B
ISO 11290-1:2017 (170 campioni)
ISO 11290-2:2017 (42 campioni)

=il

Inserimento
dati su SEAP

Q___'_

X

Condivisione e
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interpretazione
~ dei dati
*.~ Invio ceppi
N U.0.n.4 LNRLm

Selezione Aziende
e
Organizzazione logistica
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....tema affrontato in altre occasioni

Lo stato igienico della filiera delle carni in Sardegna e
stato investigato da IZS SA in piu tempi e contesti

Filiera Carne Ovina

attraverso :

* Monitoraggi degli ambienti di produzione
e Caratterizzazioni di Processo

e Caratterizzazioni di Prodotto

e Challenge Test

*  Durability Test



....contesto produttivo

Eradicazione 2
PESTE SUINA AFRICANA o

La situazione comparto suinicolo &
fortemente penalizzato dalla presenza

|Z$ b endemica del virus della

Peste Suina Africana oo
che ha impedito I'esportazione dei e LAk b :yw "2 giugn,
prodotti di questa filiera ' —
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(11 novembre del 2011 un decreto dell’Unione europea sospendeva le autorizzazioni
all'esportazione di carni suine fresche e insaccate sarde, a causa delle recrudescenza della
peste suina africana presente in Sardegna dal lontano 1978

75%) con una media di 19 per
anno e di citca 1.5 al imese.

Cadone | prind veth. Nel 2018 fo-
colai nei suini domestici sono
statisolo 5, controi 109 del 2013,
& pessuno nel 20149, A fronte di

una popolaziane suinicola ille-  bagia. Goceano ¢ Lo
gale, stimats nel 2015 in circa 5 mmﬂ%-
mila capi bradi, of & passati, gra-  Jehiapprovito la legge regiona-
rie all'attivieh di depopolamen- ke 28/2018 con misure che pun:

Lo sblocco totale dell’embargo
sanitario
rappresentera sicuramente il

rilancio del settore
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Secondo le stime dell’Agenzia LAORE il consumo di carne suina & di circa 500.000 quintali /anno, il 35%
circa dei quali & rappresentato da prodotti trasformati. Le produzioni sarde (circa 210 mila quintali)
coprono meno della meta del fabbisogno regionale
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....CON r iv
. contesto produttivo

. . 20 DR
La Sardegna e una regione a IMPRESA & TERRITORI

Glovedi * 10 Settembre 2015 » Agglornato alle 14:54

forte orientamento zootecnico O —

nella patria del prosciutto crudo ora
si produce (anche) il pastrami

con aziende di trasformazione della e
. 6. Salumi halal e kosher (in Sardegna)
carne di -
dimensioni medio-piccole
ﬂ~\'_©' (non mancano tuttavia le eccellenze!)
Ok
DS-E‘ .
Slow Food®

locale polivalente
posto all’interno dell’impianto di produzione stesso
INn Cui possono essere presenti
condizioni ambientali favorevoli allo sviluppo e diffusione
di Listeria spp.
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J . ......come abbiamo operato sul territorio
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1 stabilimento di Macellazione a bollo CE

Lo schema di campionamento é derivato dalla necessita di minimizzare di volta in volta eventuali

interferenze con:

e e attivita dell’Autorita Competente per territorio

e iritmi produttivi e le realta aziendali

* il contemporaneo campionamento per la ricerca di Salmonella spp (S.typhimurium variante
monofasica)

* |l carico di lavoro del laboratorio

Nel periodo compreso tra febbraio - ottobre 2017 sono stati esaminati 170 campioni tra prodotti carnei e
relativi ambienti di produzione prelevati presso 13 stabilimenti della filiera carnea suina 11 dei quali
localizzati nella provincia di Sassari e 2 nella provincia di Cagliari

—

= L
CA ko "Hﬁ"/gu Haddalens

4 stabilimenti di macellazione a capacita limitata con annessa | & X
Nr - ! Aginars ._.E T,
attivita agrituristica : 4 L
§ Otbla- f'Tl\lﬂ-FIl’l
A Tempio  *30
3 laboratori di sezionamento / Mar di f;H

Sardegna
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......[ numeri del campionamento....

Agriturismo- | Macello |Laboratori
. Totale
macello bollo CE |sezionamento

N° Stabilimenti 4 (31% 1(8%) 3(23%) 5(38%) 13
6 9 45 64

Matrici ambientali A contatto 11 2 21 32 66
Matrici ambientali NON a contatto [¥i 5 7 16 40

N° Campioni analizzati 27 (16%) 13 (7%) 37 (22%) 93 (55%) 170

N°® Campionianalizzati
Agriturismo-
macelio
16%

Macello boli
CE
7%
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Carcasse Intermedi di

suine produzione
Matrici Salumifici
alimentari

Laborator
55% sezionamento
22%
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reeeeeeeneneenes COSA Abbiamo riscontrato

Listeria spp. nella filiera della carne suina

Sono risultati positivi C* per Listeria spp. 40 campioni corrispondenti al

23,5% dei 170 campioni prelevati in totale C*t in 8 (aziende A, B, C, D, E, F,
G, H) dei 13 stabilimenti esaminati

PREVALENZA DI LISTERIA SPP.  NELLE TIPOLOGIE DI STABILIMENTO

Agriturismo-macello Macello bollo CE Laboratorio sezionamento Salumificio
4/27 (14,8%) 0/13 12/37 (32,4%) 24/93 (25,8%)

viene riportata la prevalenza dei campioni positivi (C*) per Listeria spp. in
rapporto al numero di campioni analizzati per tipologia di stabilimento



(o /Ctot E pté /c+

reeeeeensessesss COSA Abbiamo riscontrato

I Salsiccia 1
1 o |
1 Es. qualitativo L.m 1
IN RAPPORTO ALLA TIPOLOGIA DELLE MATRICI :_Es. quantitativo L.m + L.i :

Matrici Alimentari 14/64
A contatto 15/66
NON a contatto 11/40
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E DEGLI STABILIMENTI

pté /C+

pta/C+ Agriturismo-  Macello Laboratori

pté (o Pté (o .
/ / pta /C"

Salumifici

macello bollo CE sezionamento = 04 @ e e e e e e —

16/14 0/14 0/14 4/14

16/15 " [4/15 gis s G o TTTTTTTTT
s QuD  ou ym G

: Pozzetto /Pavimento
I Es. qualitativo L.m + L.w
t
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reeeseensesessss COSA Abbiamo riscontrato

PREVALENZA LISTERIA SPP.: C*/Ctt, P2 e P'/C* SUDDIVISI PER SPECIE
- = e/
o9  ls@ow 19
sEs e 15
N T Y

)
2(1,2%) 4(9%) 4/2
1(0,6%) 2 (4,5%) 21
2 (4,5%) 2/0
40/170 (23,5%) 45 45/40

Listeria spp
L.welshimeri

L.monocytogenes
13% \ 49%

18 C* per L. monocytogenes, pari al 10,6% dei C*°t, hanno una Pt pari al 40%

15 C* per L. innocua, pari al 8,8 % dei C®°t, hanno una (P®) del 33%; Hinnosue
4 C* per L. welshimeri, pari al 2,3% dei C*°t, hanno una (P%) del 9%;

2 C* per L. monocytogenes e L. welshimeri (presenti simultaneamente), pari al 1,2% dei C®t, hanno una (P%) del 9%;
1 C* per L. monocytogenes e L. innocua (presenti simultaneamente), pari allo 0,6% dei C®t, ha una Pt del 4,5%.

N.B. 1 campione, é risultato positivo per L. monocytogenes sia all’analisi qualitativa, che all’analisi quantitativa nella quale &
stata isolata anche L. innocua (4,5%) per un totale complessivo di 3 (P%) all’interno di 1 solo campione. Sono state rilevate,
pertanto, 45 positivita (P*) su 40 campioni positivi (C*) per Listeria spp.



................ la conferma dei dati

| risultati delle identificazioni relative alle positivita (P%) di
L. innocua, L. welshimeri e L. monocytogenes
ottenuti dalle U.O. n.1 (I1ZS SA) e U.O. n.4 (IZS AM)
risultano essere
coerenti al 100%

S
A
R
D
E
G
|
A




reeeeneeneneses s COSA Abbiamo riscontrato

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA E MULTIPLEX PCR L. INNOCUA

I s b .. Matrici Matrici
1 . o . Matrici
LI CICTAERTOTJERI M Azienda

. . ambientali
alimentari
NON a contatto

Identificazione  Multiplex PCR  Multiplex PCR

ambientali S
biochimica U.0.n.1 U.0.n.4

A contatto

pozzetto e
A pavimento L innocua o
. N riturismo
Agriturismo-macello pozzetto e macello
X Salumificio 18%
pavimento 415

B ceppo in teflon

C carcassa

pozzetto e Laboratoriodi

sezionamento
41%

pavimento

Laboratorio di banco di lavoro

— | 17 ceppi isolati appartenenti alla specie

L. innocua non hanno presentato un
profilo fenotipico anomalo

D impastatrice
insaccatrice
ceppo in teflon
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pool piccole sono stati rilevati maggiormente nei
gitieeeatiie laboratori di sezionamento
banco di lavoro
salsiccia Nell'ambito della totalita delle matrici in
E stagionata quelle ambientali a contatto con gli
pozzetto e alimenti se ne rileva la maggiore presenza
pavimento
pozzetto e
G pavimento

carni fresche
insaccatrice
H carcassa




reeeeeenneeeesss COSA Abbiamo riscontrato

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA E MULTIPLEX PCR L. WELSHIMERI

. Matrici ici . Multiplex Multiplex
. o . Matrici . ) . ) Identificazione
Tipologia impianto [:VAl=Ig[sF:! . . ambientali dmbientali L PCR PCR U.O.
alimentari biochimica
a contatto non a contatto U.0.n.1 n.4

macello A pavimento
Laboratorio di C carcassa
Sezionamento D affettatrice

tritacarne
F carrello carne L welshimeri

salsiccia Agriturismo
macello

G stagionata ie

Salumificio
57%

Laboratorio di
sezionamento
29%
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| 6 ceppi isolati appartenenti alla specie L. welshimeri sono stati rilevati maggiormente nei salumifici

Nell'lambito della totalita delle matrici in quelle ambientali a contatto con gli alimenti se ne rileva la
maggiore presenza




J » reeeseensesessssCOSA Abbiamo riscontrato

IDENTIFICAZIONE BIOCHIMICA E MULTIPLEX PCR L. MONOCYTOGENES
. Matrici ambientali Matrici ambientali Identificazion Multiplex PCR Multiplex PCR
Tipologia impianto Azienda atrici alimentari L
A contatto NON a contatto e biochimica U.O.n.1 U.0.n.4

Agriturismo-macello A pozzetto e pavimento *

carcassa L. monocytogenes
C carcassa

D segaossa

7 L

Agriturismo
macello
4%

Laboratorio
sezionamento

Laboratoriodi
sezionamento
14%

pozzetto e pavimento
banco di lavoro
E carrello carne
insaccatrice
trito pre-insacco 82%

salsiccia stagionata

= | 22 ceppi isolati appartenenti alla

salsiccia stagionata specie L. monocytogenes

F carrello carne*

pozzetto e sono stati rilevati maggiormente
G pavimento**

nei
. Salumifici

pozzetto e pavimento

H salsiccia stagionata a livello di

salsiccia stagionata

e ) Matrici Alimentari
salsiccia stagionata
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salsiccia stagionata

salsiccia stagionata

N.B. Il riscontro di L. monocytogenes e stato effettuato anche in associazione a altre Listeria spp., a
conferma del fatto che esiste una condivisione delle medesime nicchie ambientali e alimentari

*L. monocytogenes e L. welshimeri _** . monocytogenes e L. innocua (analisi quantitativa)




riassumendo ......

L. welshimeri
Agriturismo
macello
14%

Salumificio
57%

Laboratorio di
sezionamento
29%

) Listeria spp
L innocua

ituri .welshi i
ai:,:;:;:" EERAETaT L. r‘mnocvtogenes
salumificio g 13% 49%

41%

Laboratoriodi
sezionamento
14%

boratoriodi
sezionamento
41%
Salumificio,
8%

L.innocua
38%
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L. Ivanovii NON e stata isolata nel corso di quest’indagine

(come prevedibile essendo solitamente riconducibile a matrici ambientali e alimentari associate ai ruminanti)




concludendo ......

Izs Questa indagine nel limite della sua estensione geografica
costituisce una

parziale panoramica della

potrebbe fornire un contributo per la
definizione di un modello di gestione delle contaminazioni da Listeria spp.

negli impianti produttivi della filiera delle carni locale
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....resta tanto lavoro da portare avanti
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osa riserva l'ulteriore identificazione !l\ /e
e OO \
I'analisi delle sequenze ggnom:che? (~ '

s

tj ...ll testimone passsa a I1ZS AM

...al prossimo passaggio!!!
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