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Summary-  A total of 26 Listeria monocytogenes isolates from ready to eat seafood products were characterized by automated ribotyping and multiplex PCR. All the strains contained virulence genes prfA, hlyA, actA, inlA, inlB, iap, plcA and plcB with the expected product size, except for the actA gene. The 10% of the strains produced  actA gene product of 268 bp, while the 90% of the strains showed a 385 bp product. Automated ribotyping classified isolates into 7 different DUP-ID clones. Most of these clones belonged to the evolutionary lineage II (DUP-ID 1030 e 1039). Instead the clone DUP-ID 1042, previously associated to several human epidemic listeriosis outbreaks, belonged to the evolutionary lineage I. Cluster analysis allotted the isolates in 5 different groups. 
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INTRODUZIONE - I prodotti della pesca ready to eat (RTE) risultano frequentemente contaminati da Listeria monocytogenes (L.m), anche se sono stati associati prevalentemente a casi sporadici di listeriosi(17). Alcune tipologie sono classificate tra i prodotti ad elevato rischio, per le caratteristiche chimico-fisiche e per l’assenza di trattamenti tecnologici ad effetto battericida(2, 6). I sierotipi più diffusi nei prodotti ittici sono 1/2a e 1/2b, associati ad episodi di listeriosi alimentare sia sporadici che epidemici(13), mentre risulta meno diffuso il sierotipo 4b(4). Attraverso tecniche di caratterizzazione e tipizzazione molecolare è stato osservato che alcuni subtipi di L.m. presentano un più spiccato potere patogeno per l’uomo(12). In particolare, mediante il sequenziamento dei geni hly, iap e flaA, che codificano per alcuni fattori di patogenicità, e l’applicazione della tecnica di ribotipizzazione, sono state individuate tre linee genetiche (I, II e III), caratterizzate da un differente potere patogeno(3, 16, 20, 21). La linea genetica I include ceppi che sono responsabili della maggior parte delle epidemie di listeriosi umana(21). Gli isolati coinvolti in casi sporadici sono invece distribuiti sia nella linea genetica I (70%) che nella II (30%). La linea genetica III è considerata un’unità tassonomica distinta, che include subtipi isolati in casi di listeriosi animale, ma raramente coinvolti in episodi di malattia nell’uomo(14, 21). Il presente lavoro è finalizzato alla definizione del profilo di patogenicità e alla individuazione, ai fini della valutazione epidemiologica, delle correlazioni filogenetiche che caratterizzano i biotipi di L.m. isolati in prodotti della pesca RTE(11). 

MATERIALI E METODI - Sono stati selezionati n.26 ceppi di L.m. isolati dai seguenti prodotti della pesca, prelevati in fase di vendita al dettaglio: a) affumicati a freddo (n.21): n.19 da Salmone atlantico (Salmo salar) e n.2 da Pesce spada (Xiphias gladius); b) marinati cotti (n.5). La preliminare identificazione fenotipica (API Listeria, bioMérieux) dei ceppi è stata confermata mediante PCR, attraverso l’amplificazione del gene prfA(19), che codifica per il sistema di controllo dei fattori di patogenicità di L.m.(8). N.20 ceppi sono stati inoltre ulteriormente caratterizzati, mediante la ricerca dei principali geni responsabili della virulenza: hlyA e actA; inlA, inlB e iap; plcA e plcB. A tale scopo sono state messe a punto 3 PCR multiplex, secondo i protocolli di Border et al. (1990) e Jaradat et al. (2002), modificati. Inoltre, tutti i ceppi sono stati sottoposti a sierotipizzazione, mediante determinazione degli antigeni somatici O e flagellari H(18), e a ribotipizzazione, secondo i protocolli del RiboPrinter® Microbial Characterization System (DuPont-Qualicon, Wilmington, DE). I profili di restrizione, ottenuti mediante l’utilizzo dell’enzima EcoRI, sono stati analizzati e messi a confronto, ai fini dell’identificazione, con quelli (circa 1.000) presenti nella “DuPont Identification library”, considerando una similarità >86%. I profili generati dal RiboPrinter® sono stati sottoposti ad analisi di clusterizzazione, utilizzando una soglia di similarità ≥ 95%  (Finger Printing II, Bio-Rad, Hercules, CA). Il dendrogramma è stato ottenuto attraverso il metodo UPGMA (Unweighted Pair Group Method Analysis). Sulla base dell’analisi dei risultati è stata inoltre definita l’appartenenza dei ceppi di L.m. alle 3 linee genetiche(16, 21).
RISULTATI - Fattori di patogenicità. In tutti i ceppi testati è stata messa in evidenza la presenza del gene prfA. Per i geni hlyA, inlA, inlB, iap, plcA e plcB, sono stati riscontrati gli amplificati attesi, mentre actA generava due tipi di prodotti(7): l’amplificato atteso, pari a 268 pb (Type 3) era presente solo nel 10% dei ceppi (n.2, L1.A.010 e L1.B.002), appartenenti allo stesso sierotipo (1/2a), ma a cluster diversi; il restante 90% (n.18) presentava un amplificato pari a 385 pb (Type 4). Ribotipizzazione - Sono stati individuati (Fig. 1) n.8 ribogruppi (soglia di similarità > 93%), quattro dei quali erano già inclusi nella banca dati dello strumento e presentavano un profilo identico a ceppi di L.m. di origine ambientale, precedentemente isolati da stabilimenti di macellazione e sezionamento di carni rosse e di pollame. I ribogruppi ottenuti sono stati classificati in n.7 cloni DUP-IDS, che comprendevano ceppi appartenenti a differenti sierotipi: 19165 (1/2c e 1/2a), 18602 (1/2a), 18596 (1/2a), 1023 (1/2a), 1030 (1/2a), 1039 (1/2c e 1/2a), 1042 (1/2b e 4e). I primi tre cloni risultavano già inclusi nella “Identification library”, gli altri invece erano stati precedentemente segnalati e caratterizzati(5, 9). L’analisi di clusterizzazione (Fig. 1) ha consentito di suddividere i 26 ceppi in 5 gruppi (a – e), comprendenti un numero di isolati variabile da 2 a 11. Di seguito viene riportata la distribuzione dei ceppi, in relazione alla matrice di provenienza, nell’ambito dei cluster: a) n.3 isolati da salmone affumicato norvegese; b) n.2 da salmone affumicato scozzese; c) n.2 da pesce spada affumicato proveniente dalla Spagna; d) n.11, appartenenti a tre differenti cloni, da salmone affumicato di diversa provenienza (Scozia e Norvegia); e) n.8, di cui n.3 isolati da salmone affumicato norvegese e n.5 da prodotti marinati cotti, lavorati e confezionati in Italia. Tutti i ceppi inclusi nel cluster e) appartenevano allo stesso clone, nonostante presentassero sierotipi differenti. Il 35% dei ceppi di L.m. (1/2b, 4e) ricadeva nel lineage I, mentre il restante 65% (1/2a e 1/2c) apparteneva al lineage II. Nessuno dei ceppi ricadeva nel lineage III. 
CONCLUSIONI - I risultati hanno consentito di definire il profilo di patogenicità(7) dei ceppi di L.m. provenienti da prodotti della pesca RTE. Risulta interessante il polimorfismo del gene actA, che ha generato prevalentemente (90% dei ceppi) l’amplificato di 385 pb, forma allelica meno frequente, ma funzionalmente identica a quella di 268 pb(20). Nel complesso i ceppi analizzati appartenevano ad una popolazione clonale caratterizzata da isolati geneticamente molto simili, anche se provenienti da matrici diverse e da differenti aree geografiche (15, 16, 20). Inoltre lo studio di popolazione ha confermato che la maggior parte dei cloni apparteneva alla linea genetica II e tra questi erano inclusi i cloni DUP-ID 1030 e 1039, responsabili di forme sporadiche di listeriosi(20). Nella linea genetica I ricadeva il clone DUP-ID 1042, che è risultato associato a forme epidemiche di listeriosi alimentare in Gran Bretagna e negli Stati Uniti(10). 
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Figura 1 – Dendrogramma dei ceppi di L.monocytogenes isolati da prodotti della pesca RTE

Si ringrazia il prof. Mansel W. Griffiths del CRIFS, Università di Guelph-Ontario (Canada), e il suo staff per la collaborazione alla ribotipizzazione dei ceppi.

