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Summary – Samples from 90 chickens were taken  at the arrival of the animals at the abattoir (superficial and cloacal swabs) and during various stages of slaughter (defeathering, evisceration, cooling) in order to determine the behaviour of the superficial contamination of carcasses by thermophilic Campylobacter. Suspect colonies were confirmed and classified as C. coli or C. jejuni by PCR and their pathogenicity (presence of  the CadF gene) was also determined. The percentage of positive carcasses was about 65% and was not greatly affected by any stage of slaughter. Infection by both C. coli and C. jejuni was evidenced, but the former was more common.
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INTRODUZIONE - I batteri appartenenti al genere Campylobacter vengono segnalati nei paesi industrializzati come una delle cause più frequenti di tossinfezione alimentare (1). 

Le fonti di infezione per l’uomo sono rappresentate principalmente dagli alimenti di origine animale ed in particolare dalle carni avicole consumate crude o poco cotte. Gli avicoli infatti costituiscono un serbatoio di primaria importanza poiché i microrganismi termofili del genere Campylobacter trovano nel tratto gastrointestinale dei volatili le condizioni più idonee alla loro sopravvivenza e moltiplicazione (2). Diversi studi sono stati condotti per valutare l’influenza di alcuni fattori sulla presenza e persistenza di Campylobacter spp. nell’intera filiera produttiva degli avicoli (3, 4). Ricerche condotte a livello di allevamento hanno dimostrato che le vie di introduzione del microrganismo possono essere numerose. Inoltre, il sistema di allevamento potrebbe giocare un ruolo determinante nella diffusione di Campylobacter spp. nel pollo da carne (3). Nelle successive fasi della filiera produttiva esistono varie possibilità di trasmissione del microrganismo: soggetti non infetti possono contaminarsi durante il trasporto e le fasi di pre-macellazione; inoltre l’introduzione al macello di animali infetti o contaminati, può costituire durante le fasi della macellazione una fonte quasi inevitabile di contaminazione delle carcasse (5).
Scopo del presente lavoro è stato quello di valutare la presenza e la diffusione di C. coli e C. jejuni sulle carcasse di pollo nelle diverse fasi della macellazione

MATERIALI E METODI - In un  mattatoio avicolo sono stati effettuati prelievi, prendendo in considerazione 90 soggetti, in diverse fasi della lavorazione:  al momento dello scarico degli animali, dopo la spennatura, dopo l’eviscerazione e infine dopo il raffreddamento delle carcasse. 

Al momento dello scarico sono stati effettuati prelievi superficiali della regione del petto, mediante doppio tampone bagnato e asciutto e tamponi cloacali. Dopo la spennatura e dopo l’eviscerazione erano effettuati tamponi asciutti della superficie del petto, mentre dopo il raffreddamento si eseguiva un nuovo doppio tampone bagnato e asciutto nella stessa area. Tutti i campioni sono stati inseriti in provetta contenente 10 ml di Preston Broth (OXOID, Basingstoke, UK), trasportati in laboratorio e incubati in condizioni di microaerofilia a 42°C. Dopo 24 ore, ogni brodocoltura è stata seminata su due terreni selettivi: Karmali Agar (OXOID) e Preston Agar (OXOID) e incubati in microaerofilia a 42°C per 48 ore. Le colonie tipiche sono state quindi sottoposte al test dell’ossidasi, della catalasi ed esaminate al microscopio ottico dopo colorazione di Gram. 

Per confermare l’appartenenza delle colonie isolate al genere Campylobacter (frammento di 857 bp appartenente alla regione 16S rRNA) e identificarne la specie C. coli  (frammento di 462 bp del gene ceuE) (7) e/o C. jejuni (frammento di 589 bp del gene mapA) (8)  si è provveduto all’estrazione del DNA da queste e alla sua amplificazione mediante m-PCR (multiplex-PCR) (6, 7, 8, 9). Sui campioni di DNA estratti è stata inoltre effettuata la ricerca del gene di patogenicità cadF, codificante per la proteina di membrana responsabile dell’adesione del Campylobacter alle cellule intestinali (frammento di 397 bp del gene cadF)  mediante PCR (10).

RISULTATI - I risultati dell’isolamento di Campylobacter spp. nelle diverse fasi della macellazione sono riportati in Tabella 1.

Tabella 1. Prevalenza della contaminazione da Campylobacter spp. nelle diverse fasi della macellazione

	
	Scarico degli animali

Cloaca            Petto

+/n                  +/n
	Spennatura

+/n
	Evisceraz.

+/n
	Raffreddam.

+/n

	C. jejuni
	   17/90              27/90
	  0/90
	  1/90
	13/90

	C. coli
	   48/90              15/90
	40/90
	52/90
	42/90

	Coli + jejuni
	     4/90                6/90
	20/90
	 2/90
	10/90

	Totale
	   69/90              48/90
	60/90
	    55/90
	65/90


   +/n: numero di campioni positivi/numero campioni esaminati
Le analisi dei tamponi effettuati al momento dello scarico sulla regione del petto e a livello cloacale hanno evidenziato la presenza di Campylobacter spp. rispettivamente nel 53,3% e nel 76,6% dei soggetti esaminati.

La prevalenza di Campylobacter spp. nelle fasi successive è risultata del 66,7% dopo la spennatura, del 61,1% dopo l’eviscerazione e del 72,2% dopo il raffreddamento. In merito alla distribuzione delle due specie di Campylobacter ricercate, allo scarico degli animali i tamponi cloacali dei soggetti positivi hanno rilevato la presenza di C. coli e C. jejuni rispettivamente nel 69,6% e nel 24,6%, mentre nel rimanente 5,8% erano presenti entrambe le specie; nel petto C. coli era presente nel 31,2%, C. jejuni nel 56,2% ed entrambi nel 12,5% dei campioni positivi. Dopo la spennatura, dal 66,7% delle carcasse positive è stato isolato C. coli e dal 33,3% entrambe le specie. Nella fase di eviscerazione su un totale di 55 carcasse positive il 94,5% è risultato contaminato da C. coli, l’1,8% da C. jejuni e il 3,6% da entrambe le specie. Dopo il raffreddamento, C. coli è stato riscontrato nel 64,6%, C. jejuni nel 20% ed entrambi nel 15,4% dei campioni positivi. 

Per quanto riguarda il gene CadF la sua presenza è stata riscontrata nel 98,3% di C. jejuni e nel 92,4% di C. coli isolati.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI – La scelta di operare le nostre indagini con un metodo di analisi che non valuta la quantità dei microrganismi presenti sui substrati indagati, ma solo la presenza degli stessi, riferendo quindi la prevalenza della contaminazione è stata dettata da due motivi: il primo è che, prevedendo la metodologia adottata una fase di arricchimento, questa ha consentito una indagine molto più sensibile e scevra da falsi negativi; il secondo è che, considerata la bassa dose infettante presentata in generale dai germi del genere Campylobacter, la prevalenza della contaminazione può da sola rappresentare una misura del rischio di infezione per il consumatore (11).

Sotto questo aspetto risulta piuttosto difficile confrontare i dati in nostro possesso con quelli quantitativi della contaminazione rilevati da altri Autori che hanno preso in considerazione l’evoluzione della carica nelle diverse fasi della macellazione (12). Non possiamo infatti sapere se un soggetto positivo ha subito, come è facile supporre, un incremento del numero di germi presenti dopo l’eviscerazione ed un suo decremento dopo il raffreddamento. Quello che possiamo affermare con certezza è che il numero dei soggetti contaminati sicuramente non subisce un decremento nella macellazione, ma anzi presenta un lieve aumento che, a nostro parere, è da attribuire all’inevitabile verificarsi di fenomeni di contaminazione crociata. Quindi un soggetto contaminato non viene sicuramente “risanato” nella macellazione, mentre un soggetto con Campylobacter assente può diventare veicolo di questo tipo di contaminazione. Nei risultati si può osservare come i soggetti analizzati al momento dello scarico, abbiano evidenziato una prevalenza della contaminazione elevata e paragonabile a quella rilevata a fine ciclo (13). Tuttavia, anche nelle successive fasi della macellazione il numero delle carcasse positive è risultato piuttosto elevato. Al termine delle operazioni di macellazione la prevalenza di polli che recano Campylobacter appare più elevata rispetto alla iniziale contaminazione superficiale degli animali ed è molto vicina a quella riferibile alla loro contaminazione enterica. L’alta prevalenza di Campylobacter negli allevamenti avicoli si ripercuote quindi in una elevata disseminazione del patogeno durante la macellazione aumentando la percentuale di prodotti che rappresentano un potenziale pericolo per il consumatore.

In merito alla distribuzione di Campylobacter jejuni e Campylobacter coli nei campioni analizzati è stato rilevato in tutte le fasi della macellazione un alto numero di isolamenti di C. coli e carcasse o soggetti contaminati da entrambe le specie. Questi risultati differiscono da quanto riportato da altri autori, i quali hanno spesso evidenziato la specie C. jejuni come predominante (3, 13), tuttavia riflettono quanto da noi riscontrato in una precedente ricerca condotta in un diverso allevamento (14). La possibile rivalutazione, quindi, della prevalenza di una delle due specie di contaminante nella filiera delle carni avicole, diventa quindi necessaria anche alla luce di una presumibile differente patogenicità delle specie batteriche. Non è da escludere che fattori diversi nel management aziendale comportino la predominanza di una specie rispetto all’altra, ma questo deve essere comunque verificato.  

La ricerca del gene di patogenicità cadF codificante per una proteina responsabile dell’adesione di Campylobacter alle cellule intestinali, ha permesso di caratterizzare come patogeni la maggioranza dei ceppi isolati. I risultati sono simili a quelli riportati in altri lavori che hanno evidenziato percentuali di positività per il cadF superiori al 90% (10, 5).

Alla luce di quanto osservato si conferma come il controllo del pollo da carne per la possibile contaminazione da Campylobacter spp. debba trovare un punto saliente nell’igiene dell’allevamento. 
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