APPLICAZIONE DI UN PROTOCOLLO DI PCR MULTIPLEX PER L'IDENTIFICAZIONE DI CAMPYLOBACTER JEJUNI E COLI IN CARCASSE DI POLLO DURANTE LA MACELLAZIONE.
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Summary: Campylobacter is an emerging foodborne pathogen responsible of enteric infection and hemorrhagic colitis, that can be transmitted from animals to humans, through ingestion of faecally contaminated water or food or by direct contact with contaminated environmental surfaces. Aim of this research was the detection and identification of Campylobacter jejuni and coli from n. 93  poultry carcasses by a protocol of Multiplex PCR. The micro-organisms  were isolated from n. 35 out of n. 71 carcasses for which the pool of four site samplings were examined. In the remaining n.22 carcasses Campylobacter spp. was recovered from the neck (n.9), the cloaca (n.7) the breast (n.6) and the deck (n.5).
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INTRODUZIONE - Campylobacter jejuni e C. coli sono tra i principali agenti patogeni responsabili di gastroenterite batterica nell’uomo (1). La più importante fonte di infezione è rappresentata dalle carni avicole poco cotte e dalla contaminazione crociata di altri alimenti con derrate di origine avicola.
La Raccomandazione 2002/24/CE relativa ad un programma coordinato di controlli ufficiali per il 2004, sottolinea la necessità di acquisire informazioni sulla presenza di Campylobacter termofili nelle carni avicole per valutare i rischi per il consumatore.

Nonostante le numerose indagini riguardanti il numero e la  frequenza di Campylobacter nelle carni di pollame sono ancora scarsi i riferimenti in letteratura riguardo la localizzazione del microrganismo sulle carcasse. (1-2)
Durante la macellazione del pollame i microrganismi presenti nell'acqua di scottatura aderiscono alla cute producendo un biofilm, difficilmente rimovibile, per cui Campylobacter permane a livello cutaneo, tra le pliche della pelle, ed in particolare a livello dei follicoli, durante tutte le fasi successive della filiera commerciale.
Campylobacter è tra le specie patogene di difficile isolamento e riconoscimento in vitro. I tradizionali metodi sierologici possono dare luogo a falsi positivi a causa di cross-reattività fra alcuni antigeni e di un’alta percentuale di ceppi non tipizzati. (3)
E’ stato pertanto ritenuto utile applicare le più recenti tecniche di biologia molecolare, già ampiamente collaudate per altri agenti patogeni nel settore alimentare, allo scopo di tipizzare ceppi isolati da differenti siti della carcassa e risultati sospetti alle tecniche di microbiologia classica. 
MATERIALI E METODI - La ricerca di Campylobacter è stata effettuata  secondo la metodica consigliata dalla FDA (5) su 93 carcasse di pollo provenienti da diversi allevamenti e pervenuti in un unico macello. Il  campionamento delle carcasse è stato eseguito subito dopo le operazioni di macellazione, prima dell'inizio del raffreddamento. Da ogni  carcassa sono state prelevate aliquote di cute dalle regioni del collo, della cloaca, del dorso, del petto, con uno strumento sterile di 2 cm x 2,5 cm di lato. Dalle quattro aliquote è stato ottenuto un pool per le analisi. Limitatamente a 22 carcasse i prelievi di cute sono stati effettuati in doppio e analizzati anche separatamente per effettuare una verifica sulle sedi preferenziali di rinvenimento del Campylobacter dopo la macellazione. 

I ceppi sospetti sono stati testati mediante PCR multiplex (3 - 4) utilizzando tre coppie di primers, uno specifico per il genere e due specifici rispettivamente per C. jejuni e C. coli. Per la messa a punto della metodica sono stati utilizzati i ceppi batterici: Campylobacter jejuni - CUUG18265 Campylobacter coli - CUUG11283 forniti dall'Istituto Superiore della Sanità. L’estrazione del DNA è stata effettuata seguendo il protocollo PrepMan Ultra Preparation Reagent (Perkin Elmer). 

Nella reazione di PCR multiplex sono stati amplificati i segmenti di DNA che codificano per una lipoproteina di membrana di 37 kDa responsabile della virulenza del batterio e comune a tutte le specie del genere Campylobacter (adesina), in grado di determinare l'adesività del batterio alle cellule della mucosa intestinale.

Per differenziare la specie C. jejuni è stato amplificato un frammento del DNA specifico per C. jejuni, per C. coli è stato invece amplificato un frammento del gene che codifica per una lipoproteina di membrana coinvolta nel trasporto dello ione ferro.
I primers utilizzati per la reazione sono stati i seguenti.

cad F2B (400pb), cad R1B (400pb) per il genere Campylobacter: 

F- TTGAAGGTAATTTAGATATG e R- CTAATACCTAAAGTTGAAAG

Col 1(894pb) , Col 2 (894pb) per la specie C. coli :

F-ATGAAAAAATATTTAGTTTTTGCA  
R-ATTTTATTATTTGTAGCAGCG

C1 (160pb) , C4 (160pb) per la specie C. jejuni:

F-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT   
R-GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT

La reazione di amplificazione è stata condotta in Robocycler 96 (Stratagene) utilizzando 50µL di miscela sterile costituita da 1X PCR Buffer Plus (Invitogen), 5 ng del DNA estratto, MgCl2 1.5 mM, 0.1% Triton X-100, 200 µL di dNTPs, 0.4 µL di ogni coppia di primers, 1.2 U di Taq DNA polymerase (Invitrogen). La reazione è stata ripetuta per 30 cicli. Il primo ciclo è stato preceduto da una denaturazione condotta a 94°C per 4 minuti.

Al termine dei 30 cicli è stata eseguita una fase di extension a 72°C per 5 minuti. I prodotti di amplificazione sono stati separati mediante elettroforesi in gel di agarosio (1,5%) a 70 V e visualizzati mediante transilluminatore UV, previa colorazione con bromuro di etidio. 

RISULTATI - La PCR multiplex, applicata ai ceppi batterici di riferimento, ha consentito di differenziare C. jejuni da C. coli. Applicata alle colonie sospette dopo isolamento su terreno selettivo la stessa tecnica ha evidenziato la presenza di Campylobacter jejuni  in n. 35 (37,6%) delle 71 carcasse di pollo per le quali è stato esaminato il pool dei prelievi mentre in nessun caso è stato ritrovato Campylobacter coli (Fig. 1). Nelle 22 carcasse per le quali  i singoli prelievi sono stati esaminati in modo distinto è stata evidenziata la presenza di C. jejuni  n. 9 ( 40,9% ) carcasse dalla regione del collo,  n. 7 (31,8%) dalla cloaca, n. 6 (27,3% ) dal petto e n. 5 (22,7%) dal dorso.  Anche in  questo caso C. coli non è mai stato ritrovato.
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(Fig.1) Lanes 1-16 Ladder 100 bp

Lanes 2-3-4 Campylobacter coli (primers COL1- COL2 849bp)

Lanes 5-6-7= Campylobacter jejuni (primers C1-C4 169bp)

Lanes 8-9-10= Campylobacter coli (primers CADF-CADR 400bp)

Lanes 11-12-13= Campylobacter jejuni (primers CADF-CADR 400bp)

Lanes 14= Campylobacter coli (primers COL1-COL2/CADF-CADR/C1-C4)

Lanes 15= Campylobacter jejuni (primers C1-C4/CADF-CADR/COL1-COL2)

Ceppi di referenza testati mediante PCR convenzionale e PCR multiplex
CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI -  La tecnica utilizzata è risultata idonea alla ricerca di C. jejuni e C. coli.

La tipizzazione dei ceppi patogeni  può permettere ai laboratori di analisi una rapida valutazione della contaminazione delle carcasse avicole consentendo di attuare prontamente azioni correttive.

I risultati hanno confermato la frequente contaminazione da  Campylobacter spp. delle carcasse di pollame. 
L'isolamento di stipiti di Campylobacter spp. a livello cloacale e cutaneo testimonia sia la possibilità di auto-contaminazione, sia di contaminazione crociata, che si verifica durante le operazioni di macellazione, tra portatori intestinali e non, nonché tra soggetti contaminati e non.
Particolarmente oculata sembra pertanto la Raccomandazione 2004/24/CE, che fornisce importanti indicazioni in merito alla diffusione di Campylobacter termofili nei macelli e alla necessità di stabilire quali siano le condizioni strutturali o di operatività che ne favoriscono la diffusione e l'eventuale annidamento.
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