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Summary – Thermophilic Campylobacter spp. were isolated and identified from 50 rinsing water samples obtained from cattle carcasses from a limited-capacity slaughterhouse, between February and March 2007, to determine the incidence and prevalence of species of Campylobacter and the potential risk to human health. The conventional culture technique, followed by a rapid latex agglutination test utilization, and molecular method (PCR followed by DNA sequencing) for the isolation and identification of thermophilic Campylobacter were used. Thermophilic Campylobacter spp. were detected in four (8%) and in six (12%) samples using bacteriological and molecular method, respectively. C. jejuni was found to be the only observed species. The results show a low level of Campylobacter spp. contamination in cattle carcasses.
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INTRODUZIONE

La relazione annuale del 2005 sulle zoonosi, pubblicata nel dicembre 2006 dall’Autorità Europea per la Sicurezza Alimentare (EFSA), ha evidenziato come l’infezione da Campylobacter rappresenti la zoonosi più trasmessa all’uomo in Europa, arrivando a superare la salmonellosi come infezione animale di cui sono documentati casi di trasmissione all’uomo nell’Ue. Nel 2005 i casi segnalati di infezioni da Campylobacter nell’uomo sono infatti aumentati del 7.8% rispetto all’anno precedente, toccando un tasso di incidenza di 51.6 casi per 100000 individui, per un totale di 197363 casi documentati. Secondo tale rapporto, la fonte principale di infezioni da Campylobacter risulta essere la carne fresca di pollame, con percentuale di campioni positivi fino al 66%; ciò nonostante, Campylobacter è stato comunemente isolato da una varietà di altre matrici alimentari quali carni fresche suine e bovine, latte crudo, formaggi, prodotti della pesca, frutta e verdura seppur con bassa frequenza (11).
Con particolare riferimento alla carne bovina, nel 2005, la proporzione di campioni di carne fresca al dettaglio trovata positiva per Campylobacter è stata generalmente bassa (0-2.1% secondo dati forniti da Germania, Italia, Paesi Bassi e Spagna); in tal senso l’Italia ha riportato una bassa proporzione di campioni positivi in quattro anni consecutivi (1.1% nel 2002, 0.6% nel 2003, 0% nel 2004 e 0.5% nel 2005) e la specie predominante riscontrata è stata C. jejuni (11).
D’altro canto il bovino rappresenta un normale reservoir per Campylobacter e la presenza di quest’ultimo nelle feci bovine è stata ripetutamente descritta; il tasso di prevalenza osservato negli animali da carne in età da macellazione risulta variabile dal 47% al 72.4% e la specie predominante riscontrata è C. jejuni (9).
Il basso livello di contaminazione osservato nella carne bovina rispetto agli animali è per lo più imputabile alle tecniche di macellazione utilizzate per questa specie animale quale effetto di una bassa contaminazione fecale (9).
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di valutare l’incidenza della contaminazione da Campylobacter spp. in carcasse bovine macellate in un impianto a capacità limitata che esegue tutte le operazioni manualmente, senza l’utilizzo di impianti di meccanizzazione, ed eseguire l’identificazione delle specie coinvolte.
MATERIALI E METODI

La ricerca è stata condotta su aliquote di acqua di lavaggio di carcasse di bovini adulti macellati presso un impianto di macellazione a capacità limitata situato nella Provincia di Lecco con autorizzazione a macellare un massimo di 2000 UGB all’anno (D.Lvo 286 del 18 aprile 1994).

I prelievi, per una totalità di 50, sono stati effettuati nel periodo febbraio-marzo 2007 subito dopo la macellazione, prima dell’invio delle carcasse alla refrigerazione, dilavando la regione del collo con acqua sterile e raccogliendone 50 ml in un contenitore sterile sigillato. I contenitori sono stati consegnati il giorno stesso, a temperatura di refrigerazione, al Laboratorio di Ispezione degli Alimenti di Origine Animale del Dipartimento VSA della Facoltà di Medicina Veterinaria di Milano per la ricerca di Campylobacter sia con metodica microbiologica tradizionale che tramite PCR e sequenziamento del prodotto di amplificazione.

Analisi microbiologiche: con le analisi microbiologiche si è voluto ottenere una valutazione qualitativa nei confronti di Campylobacter spp., volta ad indagare la presenza/assenza del microrganismo. A 50 ml di acqua di lavaggio della carcassa sono stati aggiunti 225 ml di Bolton Broth (Oxoid), supplementato con Bolton Broth Selective Supplement (Oxoid) e addizionato con Laked Horse Blood (Oxoid), in contenitori sterili con tappo a vite riempiti fino all’orlo così da creare una condizione di microaerofilia. Tali contenitori sono stati incubati a 37°C per 4 h e successivamente a 42°C per 44 h; da ogni brodocoltura di arricchimento sono stati poi prelevati 100 µl e seminati su terreno selettivo CCDA (Campylobacter blood-free selective agar base-Oxoid) supplementato con CCDA Selective Supplement (Oxoid). Le piastre sono state incubate a 42°C in giare in condizioni di microaerofilia (CampyGen-Oxoid) e su di esse è stata eseguita una prima lettura a 24 h e, in caso di negatività, una seconda lettura a 48 h.
Le colonie morfologicamente sospette sono state sottoposte a un test rapido di agglutinazione al lattice: il Microscreen® Campylobacter (Microgen Bioproducts) per l’identificazione confermativa di campilobatteri termofili enteropatogeni. L’interpretazione dei risultati del test è stata fatta assegnando un punteggio secondo una scala crescente (+, ++, +++) all’intensità della reazione di agglutinazione.
Analisi molecolari: il DNA genomico è stato estratto da 1 ml di ogni brodocoltura di arricchimento, preparata e incubata secondo le modalità riportate per le analisi microbiologiche, utilizzando una sospensione di resina Chelex 100 al 6% (Bio-Rad) secondo il metodo impiegato da Josefsen et al., 2004 (4).
L’amplificazione del DNA è stata realizzata secondo il protocollo indicato da Denis et al., 1999 (1). In particolare, dapprima si è proceduto all’amplificazione di un frammento di DNA di 857 bp riferibile al genere Campylobacter, successivamente è stata eseguita una seconda PCR per l’identificazione di specie mediante amplificazione di frammenti di DNA di 589 bp e 462 bp riferibili alle specie jejuni e coli, rispettivamente. E’ stato inoltre prodotto e coamplificato un controllo interno di reazione (IAC) utilizzando il metodo proposto da Denis et al., 2001 (2).
L’amplificazione è stata condotta in reazioni da 100 µl o 50 µl con impiego del Taq PCR Core Kit (Qiagen). La miscela di reazione risultava così composta: DNA 5 µl o 2.5 µl; ogni dNTP: 200 µM; Taq DNA polymerase: 2.5 o 1.25 U; MgCl2: 15 mM; ciascun primer: 20 pmol.
I prodotti di amplificazione sono stati analizzati qualitativamente e quantitativamente, su gel di agarosio al 2% colorato con bromuro di etidio, utilizzando il marker Mass Ruler DNA ladder lowrange (Fermentas); sono stati quindi purificati (Qiaquick PCR purification kit-Qiagen) e inviati ad un servizio di genomica (MWG Biotech) per il sequenziamento. Le sequenze ottenute sono state identificate mediante matching sulle sequenze del database internazionale utilizzando il servizio FASTA dell’European Bioinformatics Institute.
RISULTATI

I risultati delle indagini microbiologiche e molecolari eseguite su campioni di liquido di lavaggio di carcasse bovine sono riportati in Tabella 1.
Le analisi microbiologiche hanno mostrato la crescita in piastra di colonie morfologicamente riconducibili al genere Campylobacter nell’8% dei campioni analizzati (4/50); l’appartenenza al genere Campylobacter è stata confermata per le stesse colonie dalla positività al test di agglutinazione al lattice con livelli massimi (+++) di intensità della reazione di agglutinazione.
Le analisi molecolari hanno mostrato una positività per Campylobacter spp. nel 12% dei campioni analizzati (6/50) mediante esecuzione della PCR di genere; tale dato è stato confermato dal sequenziamento dei prodotti della PCR. Quattro dei sei campioni individuati come positivi al genere Campylobacter tramite PCR corrispondono ai campioni risultati positivi per lo stesso alle analisi microbiologiche (campioni n.14, 26, 46, 48). L’identificazione di specie eseguita mediante PCR ha messo in evidenza la presenza di C. jejuni e l’assenza di C. coli in tutti i campioni indagati; anche questi dati hanno trovato conferma nel sequenziamento dei prodotti della PCR di specie.
Tab.1 – Risultati delle analisi microbiologiche e molecolari per la ricerca di Campylobacter in campioni di liquido di lavaggio di carcasse bovine
	n. campioni analizzati

	50

	n. identificativo del campione
	Analisi microbiologiche
	Analisi molecolari

	
	Crescita in piastra
	Test di agglutinazione al lattice 
	PCR di genere (Campylobacter spp.)
	Identificazione di specie

	
	
	
	
	C. jejuni
	C. coli

	10
	no
	n.a.
	+
	sì
	no

	11
	no
	n.a.
	+
	sì
	no

	14
	sì
	+
	+
	sì
	no

	26
	sì
	+
	+
	sì
	no

	46
	sì
	+
	+
	sì
	no

	48
	sì
	+
	+
	sì
	no

	Positivi (%)
	4/50 (8)
	4/50 (8)
	6/50 (12)
	6/50 (12)
	0/50 (0)


n.a.: non applicabile

CONSIDERAZIONI E  CONCLUSIONI
Lo studio condotto ha permesso di valutare il tasso di contaminazione da campilobatteri termofili in carcasse bovine al macello, prendendo in considerazione la particolare situazione di un impianto a capacità limitata che esegue tutte le operazioni manualmente, senza l’utilizzo di impianti di meccanizzazione. 

I risultati dell’indagine mostrano il ritrovamento di Campylobacter spp. nel 12% dei campioni saggiati tramite PCR; di contro, solo l’8% dei campioni analizzati secondo la metodica microbiologica tradizionale risulta a sua volta positivo. I risultati delle analisi microbiologiche e molecolari sono quindi solo parzialmente sovrapponibili. Tale dato è indicativo della presenza di Campylobacter nel campione d’origine in proporzioni maggiori rispetto alla effettiva capacità di espressione del microrganismo in coltura; d’altronde il dato microbiologico è l’unico realmente rapportabile all’effettivo rischio per la salute del consumatore.
La percentuale di positività riscontrata (8%) è superiore ai valori riportati in studi analoghi eseguiti su carcasse bovine per i quali il ritrovamento di Campylobacter risulta compreso tra lo 0% e il 5% (5, 6, 7); ciò nonostante, tale percentuale può essere considerata di bassa entità se rapportata ai valori di contaminazione evidenziati in carcasse di pollo alla macellazione (73.58%) (10).
Il riscontro di C. jejuni quale unica specie rinvenuta è in accordo con quanto riportato in letteratura secondo cui C. jejuni rappresenta la specie unicamente o maggiormente coinvolta nella contaminazione della carne bovina (3, 8). 
In conclusione, si è constatato con il presente studio come il livello di contaminazione da Campylobacter delle carcasse bovine al macello si mantenga entro valori accettabili a fronte dell’applicazione di un piano di HACCP e delle GMP durante la lavorazione.

Il rischio per il consumatore è pertanto da considerarsi limitato sia in considerazione della bassa percentuale (8%) di contaminazione riferibile a campilobatteri termofili riscontrata per le carcasse bovine in questo studio, sia considerando l’ulteriore incapacità di tali microrganismi di sopravvivere sulla superficie della carcassa sottoposta a rapida disidratazione superficiale in fase di raffreddamento (9). 
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