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Riassunto

Sono stati caratterizzati 47 ceppi di Listeria
monocytogenes isolati in un’indagine condotta
su formaggi prelevati al dettaglio. Cinque
formaggi  (gorgonzola, taleggio, asiago,
crescenza e brie) sono stati selezionati tra
quelli a pasta semi molle e molle di maggior
consumo su scala nazionale e piu frequente-
mente contaminati da Listeria monocytogenes.
Per ogni ceppo e stato determinato il sierotipo,
il pattern di resistenza agli antibiotici e il
profilo di macrorestrizione con la Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE). 1 principali
sierotipi rilevati sono risultati 1'1/2a (76,6%) e
I'1/2¢ (21,3%) mentre il sierotipo 1/2b e stato
rilevato solo in 1 campione. Il 97,9% dei ceppi e
risultato resistente all’oxicillina, 1'80,9% alla
lincomicina e il 78,7% alla clindamicina. La
resistenza a 2 antibiotici e stata rilevata nel
17% dei ceppi con due diversi pattern (OXCC,
OXL) mentre a 3 nel 70,2% con un unico
profilo (OXCCL). Non sono stati rilevati ceppi
sensibili a tutte le molecole testate. Con
I'analisi combinata dei profili di macro-
restrizione di Ascl e Apal, sono stati identificati
11 pulsotipi suddivisi in 3 cluster. Due
pulsotipi sono risultati prevalenti raggrup-
pando rispettivamente il 57,4% e il 21,3% dei
ceppi isolati. L’analisi dei profili PFGE non ha
rilevato relazioni tra pulsotipo e tipo di
formaggio, ditta produttrice o punto vendita.
La valutazione della distribuzione temporale
dei pulsotipi ha messo in evidenza la presenza

di un profilo persistente durante tutto il
periodo di studio, ad eccezione dei mesi di
agosto e settembre in cui e stato rilevato un
pulsotipo diverso. Pertanto l’indagine ha
permesso di rilevare la variabilita nel tempo
della prevalenza di alcuni specifici pulsotipi
che ha fatto ipotizzare l'intervento di fattori
che hanno influenzato le dinamiche di
contaminazione di questi prodotti. Studi su
larga scala potrebbero contribuire al chiari-
mento di tale fenomeno.
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Introduzione

La Listeria monocytogenes rappresenta oggi la
quinta causa di zoonosi e negli ultimi anni
nell'Unione Europea si sta registrando un
incremento dei casi di listeriosi nell'uomo (13).
Essendo un microrganismo ubiquitario, in
grado di adattarsi a condizioni ambientali
molto varie, la contaminazione da Listeria
monocytogenes nell’ambito del processo di
produzione rappresenta un grave rischio per i
prodotti pronti per il consumo che includono,
tra gli altri, i formaggi. Negli anni 1999-2001,
circa meta dei focolai e dei casi sporadici di
listeriosi nell'uomo sono stati associati al
consumo di formaggi. Nel 2006 nella
Repubblica Ceca e nel 2007 in Norvegia sono
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stati registrati due focolai associati al consumo
di formaggi che hanno causato rispettivamente
78 ospedalizzazioni con 13 decessi (13) e
21 casi di ospedalizzazione con 5 decessi (14).
Secondo i risultati del “Progetto pilota di
sorveglianza per Listerin  monocytogenes”
effettuato dall’Istituto Zooprofilattico Speri-
mentale dell’Abruzzo e del Molise “G. Caporale”
(Istituto  G. Caporale) nel 2007, Listeria
monocytogenes € stata isolata nel 4,5% dei
campioni di gorgonzola e nel 5,9% di taleggio
(23), rispetto all'l,4% riportato per altri
formaggi italiani dall’EFSA (12) e con elevati
livelli di contaminazione (fino a 460 MPN/g nel
taleggio) superiori al criterio di sicurezza
fissato dal Regolamento (CE) n. 2073/2005 (8).

L’origine  della
monocytogenes in questo alimento e principal-
mente ambientale e i meccanismi con cui si
diffonde sono specifici per ogni stabilimento
(19, 26). La predominanza e la persistenza di
specifici subtipi di Listeria monocytogenes hanno
permesso di ipotizzare l'esistenza di ceppi
caratterizzati da una particolare abilita a
colonizzare gli ambienti di lavorazione e a

presenza  di  Listeria

sopravvivere a stress ambientali (2, 26).
Rimane ancora difficile individuare, negli
stabilimenti di produzione, le fonti di
contaminazione e il loro contributo nella
contaminazione del prodotto finito, cosi come
stabilire la connessione tra gli alimenti
contaminati e i casi sporadici di infezione da
Listeria monocytogenes (11). Metodi di tipizzazione
fenotipici quali la sierotipizzazione hanno un
basso potere discriminante e risultano spesso
lunghi e laboriosi. Cio richiede l'applicazione
costante di tecniche di tipizzazione molecolare
che permettano di correlare i ceppi isolati e
stabilire nessi con particolari tipologie di
matrici al fine di valutare la capacita di
adattamento di Listerin monocytogenes a
specifiche nicchie. Sebbene siano stati sviluppati
diversi metodi di caratterizzazione, il metodo
“gold standard” rimane quello della Pulsed
Field Gel Elechtrophoresis (PFGE) grazie alla
sua elevata riproducibilita, robustezza e alto
potere discriminante (22, 25) dimostrandosi un
valido e rapido strumento nella sorveglianza
di focolai e di casi sporadici di listeriosi (4, 15,
16, 25).
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Gli studi sinora pubblicati sulla caratteriz-
zazione di ceppi di Listeria monocytogenes
isolati da formaggi descrivono i pulsotipi
rilevati in relazione al singolo tipo di prodotto
esaminato (10, 19, 22) ma non hanno preso in
considerazione eventuali associazioni tra ceppi
isolati da diversi tipi di formaggio. Questo
studio si propone di caratterizzare mediante
sierotipizzazione, valutazione dei profili di
resistenza agli antibiotici e PFGE, ceppi di
Listeria monocytogenes isolati dai 5 principali
tipi di formaggi a pasta molle e semi molle tra i
pill consumati in Italia, prelevati al dettaglio in
esercizi commerciali abruzzesi, al fine di
valutarne la distribuzione e determinare la
presenza di possibili associazioni tra i ceppi
isolati e il tipo di prodotto, i punti vendita e il
periodo di prelievo.

Materiali e metodi

www.izs.it/vet_italiana

Campioni

Sono stati analizzati 47 ceppi di Listeria
monocytogenes isolati in formaggi a pasta molle
e semi molle prelevati in 39 punti vendita
abruzzesi nel periodo marzo 2005-ottobre 2006
nell’ambito del “Progetto pilota di sorveglianza
per Listeria monocytogenes” effettuato dall’Istituto
G. Caporale. In particolare sono stati esaminati
21 ceppi isolati da formaggio Gorgonzola,
21 da Taleggio, 3 da Brie, 1 da Crescenza e 1 da
Asiago.

I ceppi sono stati sottoposti a tipizzazione
sierologica, analisi di resistenza agli anti-
microbici e PFGE.

Sierotipizzazione

I ceppi sono stati sottoposti a tipizzazione
sierologica secondo il metodo del US/FDA
Bacteriological Analytical Manual (3) utilizzando
sieri commerciali per gli antigeni somatici “O”
e flagellari “H” (Denkan Seikem Co. Ltd,
Tokio).

Analisi di resistenza agli
antimicrobici

La valutazione della sensibilita agli anti-
microbici e stata effettuata mediante il test di
diffusione su Mueller Hinton agar secondo

Kirby-Bauer (20), utilizzando il set di anti-
microbici riportato in Tabella I.
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I risultati sono stati interpretati secondo i
criteri del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (6, 7). 1 ceppi, pertanto
sono stati caratterizzati con il proprio profilo
di resistenza rappresentato dalla sigla delle
molecole per le quali hanno manifestato
resistenza.

PFGE

I ceppi di Listeria monocytogenes sono stati
caratterizzati mediante PFGE secondo il
protocollo adottato dal network PulseNet (5)
che prevede gli enzimi di restrizione Ascl e
Apal e il ceppo Salmonella sierotipo Braenderup
(H9812) come standard. Le sospensioni
batteriche sono state incluse in agarosio, lisate,
lavate e digerite con gli enzimi di restrizione. I
campioni digeriti sono stati sottoposti ad
elettroforesi in agarosio Seakem Gold 1%
(BIOSPA, Milano) nel sistema Chef Mapper
XA (BioRad Inc, CA, USA) a 6V/cm con un
tempo di pulso da 4 s a 40 s per 22 ore.

Analisi dei profili PFGE

I profili di PFGE dei ceppi isolati sono stati
analizzati con il software BioNumerics
versione 4.0 (Applied Maths, Kortrijk). Le
similarita tra i profili di macrorestrizione
(MRP) sono state calcolate wusando il

Tabella |
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coefficiente di Dice (17) considerando
'ottimizzazione e la tolleranza all'l,2% per
entrambi gli enzimi. Successivamente, il
software ha effettuato la clusterizzazione e la
costruzione dei dendrogrammi, con il metodo
UPGMA (unweighted pair group method with
arithmetic mean). L’attendibilita della clusteriz-
zazione e stata stimata calcolando il
coefficiente di correlazione cofenetica per
ciascun dendrogramma.

Risultati

Sierotipi

Tutti i 47 ceppi sono risultati tipizzabili e i
sierotipi rilevati sono stati:

= 1/2a (76,6%)

= 1/2¢ (21,3%)

= 1/2b (2,1%).

Al sierotipo 1/2a appartengono il 76,2% dei
ceppi isolati da Gorgonzola, 1'85,7% di quelli
isolati da Taleggio e 2 ceppi isolati da Brie. Il
23,8% dei ceppi isolati da Gorgonzola, il 14,3%
di quelli isolati da Taleggio e i 2 ceppi isolati
da Asiago e Crescenza sono stati identificati
come sierotipo 1/2c. L'unico ceppo sierotipo

1/2b e stato riscontrato in un formaggio Brie
(Tabella II).

Set di antimicrobici utilizzati per il test di diffusione su Muller Hinton agar secondo Kirby Bauer
Valori di cut-off e range di concentrazione suggeriti dal Clinical and Laboratory Standards Institute

Antimicrobico Sigla molecola

Valore di cut-off

Range di concentrazione testato

(mm) R< (ng)

Ampicilina AM 19* 10
Cefalotina KF 14 30
Clindamicina CcC 14 2
Cloramfenicolo C 12 30
Enrofloxacin ENO 16 5
Eritromicina E 13 15
Gentamicina GM 12 10
Lincomicina L 9 2
Oxicillina OX 10 1
Penicillina P 19* 10 unit
Streptomicina S 11* 10
Tetraciclina TE 14 30
Trimethoprim + sulfamethoxazolo SXT 10 1.25/23.75
Vancomicina VA 9 30

© Istituto G. Caporale 2011
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Analisi di resistenza agli
antimicrobici

Nei 47 ceppi analizzati, sono stati individuati
cinque differenti profili di resistenza: il piu
rappresentato e risultato OXCCL, seguito da
OX, OXCC, OXL e L (Tabella II). 11 97,9% dei
ceppi e risultato resistente all’OX, 1'80,9% alla
L e il 78,7% alla CC. Non sono state osservate
resistenze per AM, KF, GM, E, ENO, SXT, VA,

C DS, TE.

La resistenza a 2 antimicrobici € stata rilevata
nel 17% dei ceppi con due pattern diversi
(OXCC, OXL) mentre a 3 nel 70,2% con un
unico profilo (OXCCL) il quale e presente in
tutte le cinque tipologie di formaggi. Per il
12.7% dei ceppi si e osservata la resistenza ad
un singolo antimicrobico (OX, L). Non sono
stati rilevati ceppi sensibili a tutte le molecole
testate. La distribuzione dei diversi pattern di
resistenza in relazione al tipo di formaggio e
riportato in Tabella II.

PFGE

Tutti i 47 ceppi sono risultati tipizzabili con
Ascl e Apal. Entrambi gli enzimi hanno
mostrato, sui ceppi analizzati, lo stesso potere
discriminante permettendo di ottenere 9 profili
di macrorestrizione associati alla restrizione
con Ascl e 9 profili di macrorestrizione
associati alla restrizione con Apal. L’analisi
combinata dei due enzimi ha prodotto
11 differenti pulsotipi (denominati con lettere
A-M) aventi una similarita del 66.7%

Tabella ll
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(Figura1). In particolare i pulsotipi piu
frequentemente isolati sono risultati B (57,4%),
I (21,3%) e A (4,3%). I restanti pulsotipi erano
rappresentati da un singolo ceppo.

L’analisi del dendrogramma ha permesso,
inoltre, la distinzione degli isolati in tre cluster
principali: I (33 ceppi), II (2 ceppi) e III
(10 ceppi) aventi una similarita del 72,9%. Due
isolati (pulsotipi M ed L), con una similarita
pari al 67 % e 66,7%, si sono localizzati ai
margini dei due cluster. In particolare, il
cluster I con similarita dell’85,5%, € risultato
formato da 6 pulsotipi (A-F), tra cui i pulsotipi
A e B aventi similarita 96,2% e C e D aventi
similarita 96,7%. Il cluster III & rappresentato
da un solo pulsotipo corrispondente al profilo
I'in cui si raccolgono 10 isolati aventi il 100% di
similarita.

Distribuzione dei pulsotipi tra i
diversi sierotipi

Dalla correlazione tra i risultati di PFGE e
sierotipo si € osservato che il cluster I ha
compreso il 91,7% dei ceppi aventi sierotipo
1/2a, il cluster II due isolati 1/2a e il cluster III
tutti gli isolati 1/2c. I ceppi esclusi dai tre

cluster sono risultati appartenenti ai sierotipi
1/2a e 1/2b.

Distribuzione dei pulsotipi tra le
diverse matrici

La distribuzione dei diversi pulsotipi in
relazione al tipo di formaggio e riportato in

Distribuzione dei sierotipi e profili di resistenza agli antimicrobici nelle diverse tipologie di formaggi

: - .
Tipo formaggio Sierotipo (%)

Profili di resistenza (%)

1/2 1/2b 1/2 c L OX OXCcC OXCCL OXL
Asiago (n=1) - - 100 - - - 100 -
Brie (n = 3) 66,7 33,3 - - - - 100 -
Crescenza (n = 1) - - 100 - - - 100 -
Gorgonzola (n = 21) 76,2 - 23,8 4,8 - 4,8 81 9,5
Taleggio (n = 21) 85,7 - 14,3 - 23,8 14,3 52,4 9,5
Totale complessivo 76,6 2,1 21,3 2,1 10,6 8,5 70,2 8,5

n numero di ceppi
L lincomicina

OX oxicillina

CC clindamicina
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Ascl +Apal PFGE Ascl PFGE Apal Matrice Periodo Revenditore MRP MRP Pulsotype  Sierotipo
Ascl Apal
R 8 3 g
LICEE T LT I sergonzola  ugiio $25  As3  Ap3 A 12a
B LICEE 0 L L I sorgonzola  sewembre — s8 As3  Ap3 A 122
LI Il Taleggio  Marzo s2 As3  Ap4 B 12a
LI | ([T Tateggio Marzo S5 As3  Ap4 B 12a
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Brie Aprile S12 As 3 Ap 4 B 12 a
| ‘ ] Taleggio Aprile s15 As3 Ap 4 B 12a
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Taleggio Aprile S33 As 3 Ap 4 B 122
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Taleggio Aprile S31 As 3 Ap 4 B 12 a
LI 1 [ ([l Tateggio  aprie si8  As3  Ap4 B 12a
| | \ [1 I Taleggio Aprile s7 As3  Ap4 B U2a
N \ [l Il eorgonzola  Giugno S22 As3  Ap4 B 12a
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H Taleggio Giugno S1 As 3 Ap 4 B 12 a
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Giugno S16 As 3 Ap 4 B 12a
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Taleggio luglio S34 As 3 Ap 4 B 12 a
Cluster | B |1l | [[IIMl  corgonzola  ugic s21 As3  Ap4 B 12a
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘H H ‘H Gorgonzola luglio S27 As 3 Ap 4 B 1/2 a
NN |1 [T Taleggio ugio S0 As3 Ap4 B 122
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H ‘ H ‘ ‘ Taleggio luglio 06 ) As 3 Ap 4 B 12a
‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ \ \ H \ \ \ Taleggio Aprile S18 As 3 Ap 4 B 12 a
N [l AT Taeggio  owobre  s36  As3  Apa B 12a
LI T || l[lllf corgonzola  otobre  S28  As3  Apa B 12a
. LT |1 [T erie Novembe  S33  As3  Ap4 B 122
LI || Il sorgonzola  Novembre S0 As3  Ap4 B 12a
L] \ Il NIl corgonzola  Novembre — S18 As3  Ap4 B 12a
P \ [l Il corgonzola  novembre  s38 As3  Ap4 B 12a
I ['[ [[IIl corgonzola  Novembre  s3 As3  Ap4 B 12a
2o ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Taleggio Novembre S32 As 3 Ap 4 B 12 a
] ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Novembre S17 As 3 Ap 4 B 12 a
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Taleggio Febbraio 06 3 S35 As 3 Ap 4 B 1/2 a
s 967 H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola  Aprile S37 As 4 Ap 4 c 12a
H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Giugno S39 As 5 Ap 4 D 12 a
40 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Giugno S13 As 8 Ap5 E 12 a
— Il | L | (111 Taleggio Aprile S6 As 3 Ap 7 F 12 a
—555: ‘ ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ Gorgonzola luglio S20 As7 Ap1l G 1/2 a
Cluster I ‘ L LAMIUNL] Taleggio Ottobre s10 Asl  Ap2 H 12a
‘ H ‘ \ \ Taleggio Aprile S14 As 2 Ap 6 | 12¢
B LIl Teesso  maswo  sa  as2  pe .
e ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Agosto S25 As 2 Ap 6 | 12 ¢
Cluster Il N L LTI Asiago Settembre 9 As2  Ap6 [ 12¢
LT L [l | [llll[lGorgonzola  setiembre  s2a  As2  Aps | 126
‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Crescenza Settembre S10 As 2 Ap 6 | 12¢
o ‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Settembre S29 As 2 Ap 6 | 1/2 ¢
LI [ ] 1] Gorgonzola  Settembre  S23 As2  Ap6 | 12¢c
NI | [ TNl Tateggio  setembre  s23 As2 Ap6 | v2¢
‘ ‘ H ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Gorgonzola Settembre S26 As 2 Ap 6 | 1/2¢c
LLE L LTI ere lugio s33 A6 Ap9 Y v2b
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ H H HH HH Taleggio luglio S11 As 9 Ap 8 L 1/2 a

MRP profilo di macrorestrizione

Figura 1

Dendrogramma della matrice combinata dei profili di macrorestriczione di Ascl e Apal

Le similarita tra i profili di macrorestrizione sono state calcolate usando il coefficiente di Dice con parametro di
ottimizzazione fissato all’1,2% e tolleranza 1,2% per entrambi gli enzimi

La clusterizzazione e la costruzione dei dendrogrammi, € stata effettuata con il metodo UPGMA

I dendrogramma ha una correlazione cofenetica pari 98%

Tabella III. Il cluster I ha raggruppato ceppi
isolati da Gorgonzola, Taleggio e Brie. In
particolare, tali ceppi appartenevano ad un
singolo pulsotipo (B). Il cluster II ha compreso
ceppi isolati da Gorgonzola e Taleggio, mentre

Distribuzione temporale dei pulsotipi

Valutando i pulsotipi rispetto al periodo di
rilevata

studio ¢
distribuzione

stata
rispetto a quattro

una

particolare
specifici

intervalli di tempo: marzo-aprile, giugno-
luglio, agosto-settembre e ottobre-novembre.
Dall’analisi dei profili genetici & emerso che nei

il cluster III ceppi isolati da Gorgonzola,
Taleggio, Asiago e Crescenza.
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Tabella lll
Distribuzione percentuale dei pulsotipi nelle diverse tipologie di formaggi

Pulsotipo Cluster '?‘r?ii%) (nBie3) Cris:el;lza Gc():]gfgi;)la T(E:] Ie:gzgli? Totale

A | 9,5 4,3

B 66,7 47,6 71,4 57,4

C 4,8 2,1

D 4,8 21

E 4,8 2,1

F 4,8 21

G Il 4,8 2,1

H 48 2,1

| i 100 100 23,8 14,3 21,3

L 4,8 2,1

M 33,3 2,1

periodi marzo-aprile, giugno-luglio e ottobre- molle e semi molle prelevati al dettaglio con il
novembre il cluster I ha rappresentato tipo di prodotto, il punto vendita o con il
rispettivamente il 91,7%, il 76,9% e il 90% dei periodo di prelievo. L’analisi dei ceppi ne ha
ceppi di Listeria monocytogenes isolati. previsto la caratterizzazione mediante siero-
Nell’ambito del cluster I, il pulsotipo B & stato tipizzazione, valutazione dei profili di
rilevato con maggior frequenza (75% in marzo- resistenza agli antibiotici e PFGE.

aprile, il 57,1% e il 90% nel periodo ottobre-
novembre). Nel periodo agosto-settembre
188,9% dei ceppi isolati era rappresentato dal
cluster III (pulsotipo I) (Figura 2).

Il sierotipo 1/2a, a cui appartenevano il 76,6%
dei ceppi di Listeria monocytogenes isolati, &
risultato prevalere rispetto agli altri, come
riportato in precedenti studi che hanno

evidenziato una maggiore frequenza di questo

100% 7 sierotipo in ceppi isolati da formaggi e da casi
90% - di listeriosi associati al consumo di tale
80% 1 prodotto (16, 22). Alcuni autori hanno

g 70% . .
s P affermato che questo sierotipo potrebbe avere
T 60% - . .- . . A
3 caratteristiche particolari che lo rendono piu
= 50% 1 . N . .
- resistente alle condizioni imposte dai processi

2 0% 1
R— di trasformazione (24). Studi mirati a stabilire
o . . . .
20% - una correlazione tra sierotipo e fattori
10% 1 ambientali hanno messo in evidenza che la
0% prevalenza del sierotipo 1/2a negli alimenti
Agosto- - Giugno-  Marzo-  Ottobre- potrebbe essere riconducibile alla maggiore
Settembre Luglio Aprile Novembre . . . . .
resistenza di questo sierotipo alle batteriocine
OA BB OC OD OE OF 8G OH m| BL OM (6). Diversamente da quanto rilevato da altri
. autori (16, 21, 22), il sierotipo 1/2b & stato
Figura 2

isolato da un unico prelievo di formaggio Brie.
Al contrario, il sierotipo 1/2¢, la cui prevalenza
nei formaggi € normalmente bassa rispetto ad
Discussione altre matrici (1, 21), e stato identificato nel
21,3% dei ceppi analizzati.

Distribuzione temporale dei diversi pulsotipi

Questo studio si e proposto di rilevare possibili
associazioni tra i ceppi di Listeria monocytogenes I risultati ottenuti dalla risposta agli
isolati da cinque tipi di formaggio a pasta antimicrobici hanno confermato, in generale, la
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suscettibilita agli antibiotici di scelta per il
trattamento dei casi di listeriosi (penicillina,
ampicillina, gentamicina e trimethoprim
associato a sulfamethoxazolo) (9). I profili di
resistenza sono risultati scarsamente diversi-
ficati in funzione dei differenti tipi di
formaggio, non risultando quindi utili nella
discriminazione dei ceppi isolati.

L’analisi dei ceppi di Listeria monocytogenes
isolati rispetto ai punti vendita dove i diversi
tipi di formaggio sono stati acquistati, non ha
evidenziato alcuna particolarita poiché i ceppi
si sono distribuiti indistintamente tra i due
pulsotipi prevalenti, il pulsotipo B (57,4%) e I
(21,3%). Questo ha permesso di escludere che i
ceppi isolati potessero derivare dalla
contaminazione del campione con utensili o
superfici utilizzati nei punti vendita con
servizio al banco.

La presenza di ceppi con identici profili di
macrorestrizione isolati da diversi tipi di
formaggi potrebbe indicare una loro ampia
diffusione in natura e per questo piu
frequentemente reintrodotti negli impianti di
trasformazione attraverso le materie prime (4).
Tale evenienza potrebbe essere imputabile
anche a particolari caratteristiche di questi
ceppi come una maggior capacita di adesione
alle superfici e/o resistenza ai disinfettanti che
permetterebbero loro di sopravvivere negli
ambienti di lavorazione determinandone la
contaminazione per lunghi periodi interes-
sando anche prodotti diversi preparati
nell’ambito della stessa struttura produttiva.

Contrariamente ¢ stata osservata una
particolare distribuzione dei due pulsotipi
prevalenti in alcuni dei mesi in cui il
campionamento e stato svolto. In particolare
1’80% (10) dei ceppi appartenenti al Cluster III
(profilo I), seppure presenti in quattro
differenti tipi di formaggio (Gorgonzola,
Taleggio, Crescenza e Asiago) sono stati isolati
esclusivamente nel periodo fine agosto-
settembre mentre nel periodo precedente e
successivo i ceppi isolati sono risultati
appartenere al Cluster I. Cio potrebbe lasciar
ipotizzare l'intervento di un fattore che ha
determinato l'insorgenza di un clone che per
caratteristiche di resistenza o particolari
condizioni ambientali puo essere diventato
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temporaneamente prevalente. Il profilo B,
maggiormente rappresentato, poiché presente
nel 57,4% dei ceppi analizzati, & stato
riscontrato in diversi periodi dell’anno con una
maggior frequenza nei mesi di marzo-aprile
(33,3%), giugno-luglio (29,6%) e ottobre-
novembre (33,3%). Alcuni autori hanno
ricondotto l'isolamento di ceppi con identico
profilo in diversi periodi dell’anno alla
capacita di tale clone a persistere nell’ambiente
e a contaminare diversi prodotti e/o materie
prime (18). Altri studi hanno mostrato come il
riscontro di ceppi con identici pulsotipi ma
derivanti da contesti diversi (matrici,
produttori e in diversi periodi dell’anno)
potrebbero indicare l'esistenza di ceppi
temporalmente e geograficamente aspecifici

).

Conclusione

L’analisi complessiva dei ceppi isolati non ha
permesso di evidenziare una correlazione tra
sierotipi, pulsotipi, tipologia di matrice e
punto vendita. Difatti i sierotipi e i pulsotipi
prevalenti appaiono indistintamente distribuiti
nei prodotti esaminati non evidenziando una
particolare associazione con tipo di prodotto.

Inoltre l’analisi dei profili molecolari ha
evidenziato una prevalenza di specifici
pulsotipi lasciando ipotizzare la persistenza di
cloni che, per caratteristiche di resistenza o
particolari condizioni ambientali, possono
essere diventati prevalenti.

E’ necessario, per approfondire lo studio della
capacita di Listeria monocytogenes di persistere
nell’ambiente di lavorazione, eseguire ulteriori
test. In particolare la valutazione dell’adat-
tativita e della cross-adattivita ai prodotti
sanificanti, il grado di adesivita alle superfici e
la produzione di biofilm potrebbero identificare
caratteristiche in grado di aumentare la
discriminazione tra i ceppi oggetto di studio.

Si rendono quindi necessari studi specifici su
larga scala per identificare le fonti e Ia
dinamica di contaminazione da Listeria
monocytogenes nel processo di produzione dei
formaggi a pasta molle e semi-molle che
rappresentano le categorie di maggior
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consumo e quelle risultate pit1 frequentemente Supporto finanziario
contaminate.

\

Individuare le fonti e il loro contributo nella La ricerca e stata condotta come parte di un

contaminazione del prodotto finito, e
prioritario per definire qualsiasi efficace
misura di controllo.

progetto di ricerca finanziato dal Ministero
della salute.
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