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) Obiettivo generale

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

sanificazioni




) N 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 )’




N 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 nelllambito del loro piano di
campionamento al prelievo di campioni dalle
aree di lavorazione e dalle attrezzature perh’
ricerca di L. monocytogenes. »

Regolamento CE 2073/2005 Articolei5y pv*ntwo 2 |
et M
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N Obiettivi specifici

* Contaminazione negli ambienti di lavorazione
* |dentificazione delle sorgenti e la diffusione
 Persistenza

e Supporto alle aziende
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N Selezione degli stabilimenti

I l Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimentc

e volumi di produzione

e tipologie di prodotto

e realta economica dell’Abruzzo e del Molise di
dimensioni variabili (da piccole a grandi)

e accordo con i Servizi Veterinari delle ASL

Y



SR

IZSAM c.carorate

‘\‘:‘ TERAMO

T Selezione degli stabilimenti

Regione Abruzzo :

o 'Aquila 2 salumifici

*Chieti 3 salumifici - 4 caseifici
ePescara 1 caseificio

eTeramo 1 salumificio

Regione Molise :

eTermoli 1 caseificio

sIsernia 1 salumificio - 1 caseificio ‘2. {.g

'
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Ng) Scheda Verbale Superfici

I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimentc

Implementazione schede di prelievo SINVSA
Sistema Informativo Nazionale Veterinario per la

STUDIO SULLA PRESENZA £ PERSISTENZA Di LISTERIA SCHEDA / VERBALE N, 20170060765
IMONDC YTOGENES I ALIMENT! E IN AMBIENTI DI LAVORO DI

Sicurezza degli Alimenti) : I

STUDIO SULLA PRESENZA E PERSISTENZA DI LISTERIA MONOCYTOGENES IN ALIMENTI E
IN AMBIENTI DI LAVORO DI INDUSTRIE ALIMENTARI

A PARTE GENERALE
Ente: ISTITUTO ZOOPROFILATTICO SPERIMENTALE DELL'ABRUZZO E DEL MOLISE "G
CAPORALE" - SEDE CENTRALE DI TERAMO

A1, Strategia o ke
MONITORAGGIO

A2 Metodo i camplonamento [*):

CAMPIONE INDIVIDUALE/SINGOLG

A3, Programima di controllo [):
LISTERIA MONOCYTOGENES
A4, Prolovatore i [1):
ANTOG! SALVATORE

by -
|A5. Luago di prelieve )
| S e m a n 0 l m a lvo STABILIMENTO O PRODUZICNE LATTE E PRODOTTI A BASE DI LATTE
-

|AE. Codice identificativo luogo di prelievo {°):

] P

- -
Veterinario ) [EyS— e
d SOCIETA’ CODPERATIVA AGRICOLA

PRODUTTORI LATTE MAIELLETTA C D45 DOMENICO SNC GUARDIAGRELE

A15. Responsabile sede
produttiva ():
00103820605 00000 DA MODIFICARE DA MODIFICARE

|A14. Codics fiscale ('): 413 Rappresentante legale ('):  [A16. Telefona : [):

[A11. Data ¢ ora di inizio prolieve

0304/2017 10:00

B. INFORMAZIONE SUL CAMPIONE
SUPERFICIE (CAMPIONE N, 1)

[A\14b Numero di aliquote |Al4c.m4mm di unita campionarie |Bll‘ Identificativo del campione ().

1 1 i

B1. Matrice dol campiane ('):
ATTREZZATURA - ARMADIO/SCAFFALEICASSETTIERA

B47_Fase di prelievo ') Tipo campione (*) |area pretievo fin cm2) (1) Reparto prelievo (')

DURANTE LALAVORAZIONE | ATTREZZATURA 200 CONFEZIONAMENTO

Linea produziane (‘) [B29. Tutta la superfieie (‘) |peserizione Tipo superficie ()

MOZZARELLA No NON A CONTATTO S

P
= -

B. INFORMAZIONE SUL CAMPIONE N
SUPERFICIE (CAMPIONE N. 2}

{14, Numero i aliquote |14c Mumero di unita campionarie B0. Igentificativo del campione (

5:-'.

Data ol staborazions: 05042017 Pagina 14/ 8



SR

IZSAM c.carorate

\ N Documentazione raccolta

 planimetria dello stabilimento;

e documentazione relativa al processi
produttivi;

e procedure sulle operazioni pulizia e
disinfezione;

e schede tecniche e i tempi di azione ﬁ

dei disinfettanti utilizzati;



Campionamento

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




Campionamento

Sono state previste cinque sessioni di
campionamento:

*3 sessioni in fase operativa

*? sessioni in fase post operativa
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N Campionamento

22 superfici non a contatto

8 a contatto con gli alimenti

Sono stati aggiunti i siti di prelievo risultati
positivi al primo campionamento.
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N Punti di prelievo
B e i termente
* 1 Confezionatrice - ripiano
e 2 Confezionatrice - interruttore e pulsantiera
e 3 Bilancia
e 4 Carrello
e 5Tavolo
* 6 Ruota
e 7/ Porta
e 8 Armadio j
9 Tira acqua/scopa .

e 10 Supporto per sacco pattumiera




Punti di prelievo

~ e 12 Lavandino esterno
e 13 Lavandino interno
* 14 Interruttore
* 15 Giunzione pavimento parete
e 16 Cella frigorifera - cremagliera

e 17 Cella frigorifera - maniglie
e 18 Cella frigorifera - interruttore

e 19 Cella frigorifera - giunzione pavimento parete
e 20 Cella stagionatura - maniglie
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N Punti di prelievo
Bl e i merimenc
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 y
29 Pozzetto di scarico delle acque di lavaggio

30 Stivali/Scarpe



Prodotti

l I Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimentc

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

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

b il




Accertamenti analitici

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

Ricerca Listeria monocytogenes (ISO)
Numerazione Listeria monocytogenes (ISO)
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“‘*w Caratterizzazione dei ceppi

. dentlflca2|one sierologica
e PCR sierogruppo

e Pulsed field gel electrophoresis PFGE
e Analisi dei profili PFGE

e Gestione dei ceppi attraverso il SEAP (Sistema

informativo per la Sorveglianza
epidemiologica agenti patogeni di origir
alimentare)



Risultati

Attivita di campionamento:
Marzo 2017 — Maggio 2018

Listeriac monocytogenes e stata rilevata 10
stabilimenti su 14:

6/7 stabilimenti di prodotti a base di carne; y
4/7 stabilimenti di prodotti a base di latte; 1




Risultati

Listeriacr monocytogenes e 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 e stata rilevata in 30/393
prodotti:

- 4 prodotti a base di latte
- 26 prodotti a base di carne
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Risultati

| risultati acquisiti serviranno:

implementazione di specifiche misure correttive
negli stabilimenti

eesecuzione di attivita formative rivolte ai Servizi
Veterinari e all’OSA

Y
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Sequenziamento e
‘\ Analisi Bioinformatica

!

RAW READS QUALITY CONTROL
{ Fastge. Biopython )
|

CONTAMINATION DETECTION
{ KRAKEN standar DB )

I
TRIMMING & QUALITY CONTROL

MERGE OVERLAPPING PAIRS
( Trimmematic [Fastgc.Biopython ) ( PEAR )
I I :
ASSEMBLY DE NOVO MAPPING AGAINST REFERENCE
{ SPAdes ) ( Bowtie 2 )

I
SCAFFOLDS FINISHING PROCESS

{ PILON )

ASSEMBLIES QUALITY CONTROL
( QUAST , Kmer finder )
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“entro di Ret a Mazion:

I I ¥er Sequenze Genomiche di
microrganismi pategeni:
banca dati e analisi di Bioinformatica

Denovo assembly
(.fasta)

Core Genome MLST

A

.

Metadati

» | CHEWEBBACA

b4

Risultati
cgMLST

[.tsv)

(sv)

¥

GrapeTree

Schema

Pasteur
cgMLST
(1748 loci)

Minimum Spanning Tree
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Vo) Core Genome MLST

I I Centro di Referenza Nazionale
r Sequenze Ge cmwhedl

mi crergan lep togeni:
banca dati e analisi di Bioinformatica

C

1
Q

Salumificio 99%

Schema Pasteur cgMLST 1748 loci. y
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g
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Risultati - Caseificio

Centro di Referenza Nazionale
I I £ 5 ze Genomiche di
microng mi patogeni:
banca dati e analisi di Bioinformatica

Session
[l Fifth [3]
[ ] Fourth [3]
[ second [3]
[First[2]
DPP13 [ Third [2]

(P [ sixth [1]

DPP9

DPP7

14 Isolati tutti derivanti dalla cella
frigorifera dell’impianto. DPP2
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Risultati - Caseificio

L ] ®
L S
Smuae
I I £1 Sequenze Genamiche di pulsotype
microrganismi pategeni: . G){EAlz.UDOz_G:{EAlE.DOU?

banca dati e analisi di Bioinformatica

[]GX6A12.0001_GX6ALE.0007 ..
DPP9

DPP13

DPP7
DPP5

DPP14

T
- el .
e T

Un unico cluster, identificabile con i

o : , 1
due pulsotipi rilevati, presente in O/ 1\
maniera costante nella cella DPP6 1 9

frigorifera dell’'impianto.




Centro di Reterenza Nazionale

I I £r sequenze Genomiche di
microrganismi pategeni:
banca dati e analisi di Bioinformatica

Analisi di SNP (KSNP3):

Conferma l'alta similarita tra gli isolati del cluster (max 11 SNP).
Eccetto per due campioni che risultano avere 45 SNP di differenza

rispetto agli altri isolati.

DPP8

%" Risultati - Caseificio

DPP9

—— DPPS

DPP7

DPP14

DPP10

DPP13

DPP2

DPP3

4.0

DPP6

DPP12



Centro di Reterenza Nazionale

per Sequenze Genamiche di
micrarganismi patogeni:

banca dati e analisi di Bioinformatica

3.

pulsotype
. GX6A12.0349_GX6A16.0255
|:| GX6A12.0140_GX6A16.0002
. GX6A12.0047_GX6A16.0024
|:| GX6A12.0103_GX6A16.0002
. GX6A12.0104_GX6A16.0002
I:‘ GXB6A12.0001_GX6A16.0007
. GX6A12.0020_GX6A16.0005
|:| GX6A12.0050_GX6A16.0005
. GXB6A12.0062_GX6A16.0048
|:| GX6A12.0143_GX6A16.0048
. GX6A12.0188_ GX6A16.0002

33 Isolati
11 Pulsotipi
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l I Centro di Reterenza Nazionale
per Sequenze Genamiche di

micrarganismi patogeni:

banca dati e analisi di Bioinformatica

Data.prelievo
[l 03/07/2017 [10]
[1]06/27/2017 7]
[ 09/26/2017 [6]

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

[ 11/08/2017 [4]
[]o4/112018 1]

Reparto.di.prelievo
M Insacco [16]
| Sugnatura [11]
[T Confezionamento (3]
| Impianto [3]



Session
I I Centro di Referanza Nazionale [l First [10]
e Sequenze '.Zennﬂ'rr_lr'e di .\ D Third [?]
microrganismi patogeni:
banca dati e analisi di Bioinfermatica 9\@ E Fourth [6]
Second [5]

[ Fifth [4]
[ sixth [1]
Clusterl (13 isolati) € coincidente conil e
pulsotipo GX6A12.0349-GX6A16.0255 che si
riscontra in tutte le fasi di produzioni anche se T N
non legato a un unico punto di prelievo.

Cluster 1

1727

Cluster2 (11 isolati) e 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.
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Geni resistenti al detergenti

Pasteur: Sequence query - Listeria locus/sequence
definitions

Nessun gene resistente ai detergenti e 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 e
stato identificato il gene Tn6188 e tutti appartenevano allo
ST121. Questo e uno degli ST piu diffusi in tutto il mondo ed e
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.

Y



Conclusioni

o 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 puo fornire un aiuto cruciale per mettere in
atto diverse procedure di pulizia in caso di ceppi

persistenti. 9

. Ulteriori indagini includeranno la valutazione della capacita
di formazione del biofilm dei ceppi persistenti di L.
monocytogenes.
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Divulgazione dei risultati

l Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimentc

Preliminary results on prevalence and persistence of
Listeria monocytogenes in different dairy and meat .
processing plants in Central Italy .
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" Identification of persistent Listeria monocytogenes

W in food processing plants by using WGS can lead
to modify cleaning and s.annatlon procedures
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Listeria monocytogenes
Laboratario Nazionale di Riferimentc

Preliminary results on prevalence and persistence of
Listeria monocytogenes in different dairy and meat .
processing plants in Central Italy 21 &

5. Antoci, VA, Acdar, V. D Marsic, | Del Matto, G. Cratorstols, ML Teresd, € Marfoglia, 6. lannitta,
A Ruoks, 6.4, Santarell, 6. Migliorati, F. Pomilio
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