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Obiettivo generale
Progetto di ricerca corrente
Area tematica Sicurezza Alimentare
4 U.O. :
• Ricerca e sviluppo e biotecnologie
• Igiene degli alimenti
• Covepi
• CED



Obiettivo generale

Listeria monocytogenes è un batterio che in base
alle sue caratteristiche è capace di sopravvivere
negli ambienti di lavorazione anche a seguito di
sanificazioni



Obiettivo generale

Superfici non facilmente raggiungibili da
detergenti e disinfettanti o che non subiscono
regolare pulizia, possono rappresentare nicchie
trofiche per Listeria monocytogenes, favorendo
la persistenza negli ambienti di lavorazione



Obiettivo generale

«Gli operatori del settore alimentare che
producono alimenti pronti, i quali possono
sviluppare Listeria monocytogenes e presentare
pertanto un rischio per la salute pubblica,
procedono nell’ambito del loro piano di
campionamento al prelievo di campioni dalle
aree di lavorazione e dalle attrezzature per la
ricerca di L. monocytogenes.»
Regolamento CE 2073/2005 Articolo 5 punto 2



Obiettivi specifici

• Contaminazione negli ambienti di lavorazione
• Identificazione delle sorgenti e la diffusione
• Persistenza
• Supporto alle aziende



Selezione degli stabilimenti

• volumi di produzione
• tipologie di prodotto
• realtà economica dell’Abruzzo e del Molise di

dimensioni variabili (da piccole a grandi)
• accordo con i Servizi Veterinari delle ASL



Selezione degli stabilimenti

Regione Abruzzo :
•L'Aquila 2 salumifici
•Chieti 3 salumifici - 4 caseifici
•Pescara 1 caseificio
•Teramo 1 salumificio
Regione Molise :
•Termoli 1 caseificio
•Isernia 1 salumificio - 1 caseificio



Scheda Verbale Superfici

Implementazione schede di prelievo SINVSA 
(Sistema Informativo Nazionale Veterinario per la 
Sicurezza degli Alimenti) :



Documentazione raccolta 

• planimetria dello stabilimento;
• documentazione relativa ai processi

produttivi;
• procedure sulle operazioni pulizia e

disinfezione;
• schede tecniche e i tempi di azione

dei disinfettanti utilizzati;



Campionamento

Nel prima sessione di campionamento, sono stati
prelevati 30 campioni da superfici a contatto e
non a contatto per la ricerca di Listeria
monocytogenes.



Campionamento

Sono state previste cinque sessioni di
campionamento:
•3 sessioni in fase operativa
•2 sessioni in fase post operativa



Campionamento

22 superfici non a contatto
8 a contatto con gli alimenti

Sono stati aggiunti i siti di prelievo risultati
positivi al primo campionamento.



Punti di prelievo
• 1 Confezionatrice - ripiano
• 2 Confezionatrice - interruttore e pulsantiera
• 3 Bilancia
• 4 Carrello
• 5 Tavolo 
• 6 Ruota
• 7 Porta
• 8 Armadio
• 9 Tira acqua/scopa
• 10 Supporto per sacco pattumiera



Punti di prelievo
• 11 Tubo acqua
• 12 Lavandino esterno
• 13 Lavandino interno
• 14 Interruttore
• 15 Giunzione pavimento parete
• 16 Cella frigorifera - cremagliera
• 17 Cella frigorifera - maniglie
• 18 Cella frigorifera  - interruttore
• 19 Cella frigorifera  - giunzione pavimento parete 
• 20 Cella stagionatura  - maniglie



Punti di prelievo
21 Cella stagionatura - giunzione pavimento parete
22 Vassoio
23 Coltello
24 Tavolo di lavorazione in teflon/acciao 
25 Tavolo di lavorazione in teflon/acciaio
26 Impastatrice /Filatrice
27 Insaccatrice/Polivalente
28 Tritacarne/Vasca di rassodamento
29 Pozzetto di scarico delle acque di lavaggio
30 Stivali/Scarpe



Prodotti

Sono stati prelevati i campioni di prodotti a base di carne e di 
latte più rappresentativi presenti in azienda al momento del 
campionamento.

Nella prima sessione di campionamento è stata effettuata  la 
determinazione del pH e dell'aW al fine di selezionare i prodotti 
per i campionamenti successivi.



Accertamenti analitici

Ricerca L. monocytogenes (FSIS)
Determinazione del pH
Determinazione dell’aw
Ricerca Listeria monocytogenes (ISO)
Numerazione Listeria monocytogenes (ISO)



Caratterizzazione dei ceppi 
• Identificazione sierologica
• PCR sierogruppo
• Pulsed field gel electrophoresis PFGE
• Analisi dei profili PFGE
• Gestione dei ceppi attraverso il SEAP (Sistema

informativo per la Sorveglianza
epidemiologica agenti patogeni di origine
alimentare)



Risultati

Attività di campionamento:
Marzo 2017 – Maggio 2018

Listeria monocytogenes è stata rilevata 10
stabilimenti su 14:
6/7 stabilimenti di prodotti a base di carne;
4/7 stabilimenti di prodotti a base di latte;



Risultati

Listeria monocytogenes è stata rilevata in
191/2620 tamponi:
- N.C. 134 (pozzetto di scarico delle acque di
lavaggio – materiale per la pulizia – lavandino –
ruota- giunzione pavimento-parete)
- C 57 (tavoli di lavorazione – macchinari –
coltello)



Risultati

Listeria monocytogenes è stata rilevata in 30/393
prodotti:
- 4 prodotti a base di latte
- 26 prodotti a base di carne



Risultati

I risultati acquisiti serviranno:
•implementazione di specifiche misure correttive
negli stabilimenti
•esecuzione di attività formative rivolte ai Servizi
Veterinari e all’OSA



Sequenziamento e 
Analisi Bioinformatica



Core Genome MLST



Stabilimento Numero 
isolati

Copertura
media 
cgMLST

Caseificio 14 99%

Salumificio 33 99%

Schema Pasteur cgMLST 1748 loci.

Core Genome MLST



Risultati - Caseificio

14 Isolati tutti derivanti dalla cella
frigorifera dell’impianto.



Risultati - Caseificio

Un unico cluster, identificabile con i 
due pulsotipi rilevati, presente in 
maniera costante nella cella 
frigorifera dell’impianto.



Analisi di SNP (KSNP3):
Conferma l’alta similarità tra gli isolati del cluster (max 11 SNP). 
Eccetto per due campioni che risultano avere 45 SNP di differenza
rispetto agli altri isolati.

Risultati - Caseificio



Risultati - Salumificio

33 Isolati
11 Pulsotipi



2 principali cluster 
presenti in quasi tutte le 
sessioni e in tutti i 
reparti.

Risultati - Salumificio



Cluster2 (11 isolati) è rappresentato da un insieme di pulsotipi:
GX6A12.0104 -GX6A16.0002
GX6A12.0140-GX6A16.0002
GX6A12.0103-GX6A16.0002
Assieme si riscontrano in modo costante nei vari prelievi e in particolare nel 
reparto sugnatura, nel pozzetto di scarico delle acque.

Risultati - Salumificio

Cluster1 (13 isolati) è coincidente con il 
pulsotipo GX6A12.0349-GX6A16.0255 che si 
riscontra in tutte le fasi di produzioni anche se 
non legato a un unico punto di prelievo.



Pasteur: Sequence query - Listeria locus/sequence 
definitions

Nessun gene resistente ai detergenti è stato trovato nei ceppi
persistenti nel caseificio né nei ceppi appartenenti al Cluster 1
del salumificio.
Diversamente, in tutti gli 11 ceppi del Cluster 2 del salumificio è
stato identificato il gene Tn6188 e tutti appartenevano allo
ST121. Questo è uno degli ST più diffusi in tutto il mondo ed è
stato isolato come tipo persistente negli ambienti alimentari e
associati agli alimenti (in particolare nella carne e nei prodotti a
base di carne) in diversi paesi (Ortiz et al., 2016). La presenza
del Tn6188 per la tolleranza al benzalconio cloruro potrebbe
spiegare le caratteristiche del Cluster 2 isolato nel salumificio.

Risultati
Geni resistenti ai detergenti



 Il motivo per cui i ceppi del caseificio e quelli del Cluster 1 
del salumificio possono persistere nell'ambiente di 
trasformazione dei prodotti alimentari ha ancora bisogno di 
delucidazioni.

 La genomica può fornire un aiuto cruciale per mettere in 
atto diverse procedure di pulizia in caso di ceppi
persistenti. 

 Ulteriori indagini includeranno la valutazione della capacità
di formazione del biofilm dei ceppi persistenti di L. 
monocytogenes.

Conclusioni



Divulgazione dei risultati



Divulgazione dei risultati



Ringraziamenti
• Ministero della Salute
• Aziende e i Servizi Veterinari Regioni Abruzzo e Molise
• Sezioni di Campobasso, Isernia, Avezzano, Pescara
• Reparto di Igiene e Tecnologie degli alimenti - Laboratorio 

trasformazioni sperimentali 
• Reparto Biologia molecolare e tecnologie omiche
• Reparto Co.ve.pi.
• Reparto Bioinformatica
• Centro servizi nazionale anagrafe degli animali
• Produzione vaccini batterici e presidi diagnostici
• Accettazione e controllo
• Volontari e tirocinanti
• quanti hanno collaborato per la buona riuscita del progetto



Grazie per l’attenzione!


	Diapositiva numero 1
	Diapositiva numero 2
	Diapositiva numero 3
	Diapositiva numero 4
	Diapositiva numero 5
	Diapositiva numero 6
	Diapositiva numero 7
	Diapositiva numero 8
	Diapositiva numero 9
	Diapositiva numero 10
	Diapositiva numero 11
	Diapositiva numero 12
	Diapositiva numero 13
	Diapositiva numero 14
	Diapositiva numero 15
	Diapositiva numero 16
	Diapositiva numero 17
	Diapositiva numero 18
	Diapositiva numero 19
	Diapositiva numero 20
	Diapositiva numero 21
	Diapositiva numero 22
	Diapositiva numero 23
	Diapositiva numero 24
	Diapositiva numero 25
	Diapositiva numero 26
	Diapositiva numero 27
	Diapositiva numero 28
	Diapositiva numero 29
	Diapositiva numero 30
	Diapositiva numero 31
	Diapositiva numero 32
	Diapositiva numero 33
	Diapositiva numero 34
	Diapositiva numero 35
	Diapositiva numero 36
	Diapositiva numero 37
	Diapositiva numero 38

