Valutazione della contaminazione da Listeria monocytogenes in salmone affumicato del commercio 
Evaluation of Listeria monocytogenes contamination in retail smoked salmon
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SUMMARY: The aim of this study was to assess the contamination levels of L. monocytogenes in retail smoked salmon of different geographical origin, comparing the performance of two isolation methods, ISO 11290-1 (qualitative) and ISO 11290-2 (quantitative), and also by molecular methods (16S rDNA sequencing, PCR with specific primers). Among 35 samples (7 batches, 5 samples per batch), only 1 sample from Denmark resulted positive for L. monocytogenes. The strains isolated on ALOA and Palcam Agar by the qualitative methods, were confirmed to the specie level (iap+, InlA+, InlB+), belonging to the serotype 1/2c - 3c (D2+), and positive for the virulence genes (InlC+ e InlJ+).
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Il salmone affumicato commercializzato in buste può essere considerato un prodotto che offre terreno favorevole alla crescita di L. monocytogenes, pertanto, in fase di commercializzazione, deve possedere un contenuto non superiore a 100 UFC/g (Reg. CE 2073/2005). Nel presente studio sono state comparate le performance di isolamento di L. monocytogenes, dei metodi ISO 11290-2 e ISO 11290-1, in 35 campioni di diversa provenienza (7 lotti, 5 campioni ciascuno). Tali metodi differiscono sostanzialmente nella durata della fase di arricchimento, pari ad 1 ora per il primo, quantitativo (UFC/g), e 24 ore per il secondo, qualitativo (presenza/assenza in 25g), da noi effettuato in Frazer broth (Biolife). Le fasi successive, come da protocolli, hanno riguardato il trapianto su agar selettivo ALOA (Biolife) e per il metodo qualitativo anche un secondo agar selettivo, il Palcam (Oxoid). Un campione proveniente dalla Danimarca è risultato contaminato da L. monocytogenes. Gli isolati, ottenuti con il solo metodo qualitativo, sono risultati bacilli GRAM+, citocromoossidasi– e catalasi+, e sono stati confermati con il micrometodo API Listeria (bioMérieux). Successivamente sono stati sottoposti a sequenziamento del tratto iniziale di 500 paia basi del gene 16S utilizzando il kit MicroSeq (Applied Biosystems), ed il confronto con le sequenze depositate in GenBank, tramite il software BLASTn, ha confermato l’appartenenza a  L. monocytogenes. Infine, mediante PCR per geni specifici, i ceppi sono risultati confermati a livello di specie (iap+, InlA+ e InlB+), appartenenti al sierotipo 1/2c - 3c (D2+) e potenzialmente patogeni (InlC+ e InlJ+). Poiché il livello di sensibilità del metodo quantitativo (1 colonia/100(l di semina), in caso di negatività fornisce un risultato < 100 UFC/g, la prossimità con il limite imposto dal Reg. CE 2073/2005 potrebbe portare a dubitare della sua affidabilità rispetto al metodo qualitativo.
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