Influenza della scottatura-spiumatura del pollame sulla contaminazione da Campylobacteriaceae

Importance of scalding and defeathering on poultry carcasses contamination by Campylobacteriaceae
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Summary - Campylobacter has a very high prevalence among broiler chickens, and poultry slaughtering causes its diffusion on the carcasses. Our study focuses on the prevalence of Campylobacteriaceae contamination during scalding and defeathering. We used a membrane filter method, associated with an enrichment phase, and immunochromatographic tests. We observed an high prevalence of Campylobacteriaceae, especially in scalding water samples, but there was a significant level of contamination also after carcass defeathering and washing.
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INTRODUZIONE - Campylobacter è uno degli agenti di tossinfezione alimentare più diffusi nei paesi industrializzati (13,14). Nella maggior parte dei casi l’infezione è causata da ceppi termofili e specificamente da Campylobacter jejuni e C. coli (10). La campilobatteriosi si manifesta con un’enterite, in genere autolimitante, mentre più raramente si osservano forme cliniche sistemiche o complicazioni come neuropatie acute periferiche e sindrome emolitico-uremica (4). La frequenza è molto variabile, ed è compresa tra 10 e 300 casi annui ogni 100.000 abitanti (12,13,17). Tra i fattori di rischio per l’uomo, molto importanti risultano il consumo di carni avicole non sufficientemente cotte ed il contatto con il pollame (7,14): l’intestino dei polli, in particolare il cieco, rappresenta infatti una vera e propria “nicchia ecologica” per lo sviluppo dei Campylobacter termotolleranti e la frequenza di isolamento è estremamente elevata (3,6,9). Durante la macellazione, molte operazioni provocano la diffusione dei batteri intestinali sugli animali, causando la contaminazione della cute, della cavità peritoneale e dei muscoli (8,9,15). Diversi autori hanno riportato una frequenza di contaminazione generalmente elevata, con un numero di germi variabile da 100 a 1.000.000 UFC per carcassa (1,2,5, 17).

La ricerca di Campylobacter presenta notevoli problematiche; le sue esigenze colturali e metaboliche ne rendono spesso difficile l’evidenziazione con l’utilizzo delle metodiche classiche di microbiologia alimentare. Tali tecniche possiedono una buona efficienza se applicate alla ricerca delle specie più diffuse: C. jejuni e C. coli, ma presentano alcuni problemi di sensibilità e di selettività nei confronti della microflora eterologa intestinale. Per superare questi limiti, alcuni autori hanno suggerito una diversa metodica, che consiste nella semina di sospensioni del campione su terreni non selettivi contenenti sangue, previa filtrazione attraverso membrane di acetato di cellulosa. La selettività del metodo è legata alla porosità delle membrane (0.45 μm), che permettono il passaggio delle Campylobacteriaceae in virtù della loro particolare mobilità; l’applicazione di questa tecnica ha fornito tassi di positività maggiori rispetto al metodo classico (11,16).
Lo scopo di questa ricerca è stato quello di verificare la prevalenza della contaminazione da Campylobacteriaceae nel pollame durante le fasi di scottatura e spiumatura, presso un macello avicolo di medie dimensioni sito nel nostro comprensorio.

Il passaggio dei volatili nella vasca di scottatura costituisce un punto critico per la diffusione di microrganismi di origine fecale. Nel nostro caso la scottatura avviene mediante l’utilizzo di due vasche, allo scopo di minimizzare la contaminazione delle carcasse; la temperatura dell’acqua è di 49-49,5°C, ed il tempo di permanenza è di 3 minuti in ognuna
. La spiumatura, effettuata mediante il passaggio delle carcasse attraverso un sistema di rulli rotanti cui sono applicate digitazioni di gomma, a causa della velocità di rotazione e della elevata quantità di acqua di scottatura residua sulle carcasse, determina la formazione di un aerosol fortemente contaminato che può diffondersi a tutte le carcasse presenti nel locale (9, 18). Questa è seguita da un lavaggio effettuato a spruzzo, dapprima mediante acqua potabile, e successivamente mediante acqua clorata (50 ppm).

MATERIALI E METODI - I campioni sono stati prelevati nei seguenti punti: acqua di scottatura della prima vasca (n° 40); superficie delle carcasse di broiler tra la prima e la seconda fase di scottatura (n° 40); acqua di scottatura della seconda vasca (n° 40); superficie delle carcasse dopo la spiumatura (n° 40); superficie delle carcasse dopo il lavaggio con acqua clorata (n° 40). Sono stati inoltre prelevati campioni di contenuto ciecale (n° 10). I campioni sono stati messi immediatamente in provette contenenti 10 ml di brodo Bolton (Oxoid) privo di antibiotici selettivi e sangue. Dalle provette si sono prelevati 0,5 ml di brodo o di acqua di scottatura, posti poi al centro delle membrane di triacetato di cellulosa (Nalgene®), con porosità di 0,45 μm, appoggiate per un tempo di 45 minuti su piastre di Agar-Columbia + 5% di sangue defibrinato di montone (Oxoid). Dopo averle rimosse il materiale filtrato è stato strisciato sulla superficie del terreno. Le piastre sono state quindi incubate a 37°C per 48 ore in condizioni di microaerofilia (Campygen®, Oxoid).

Alle provette contenenti i campioni sono stati poi aggiunti la miscela selettiva ed il 5% di sangue lisato di cavallo. L’incubazione è avvenuta in microaerofilia, a 37°C per 4 ore e successivamente a 42°C per 44 ore. Al termine del periodo di incubazione, è stata effettuata la semina sulle membrane come indicato sopra. Le colonie cresciute sul terreno sono state sottoposte a test dell’ossidasi, test della catalasi, colorazione di Gram e prove di resistenza ad acido nalidixico e cefalotina.

I campioni sottoposti ad arricchimento, al termine del periodo di incubazione, sono stati inoltre analizzati per mezzo di kit Singlepath® Campylobacter (VWR-Merck), che sfrutta la metodologia immunocromatografica ELISA ad una sola via.

RISULTATI - I dati ottenuti sono riportati nella tabella 1.

Tabella 1 – Prevalenza di Campylobacteriaceae nei campioni analizzati.

	
	Tot. campioni
	N° campioni positivi (%)

	
	
	Membrane senza arricchimento
	Membrane con arricchimento
	Singlepath

	Contenuto ciecale
	10
	4 (40%)
	10 (100%)
	10 (100%)

	Acqua 

I scottatura
	40
	10 (25%)
	25 (62.5%)
	28 (70%)

	Dopo 

I scottatura
	40
	2 (5%)
	9 (22.5%)
	16 (40%)

	Acqua 

II scottatura
	40
	0 (0%)
	11 (27.5%)
	24 (60%)

	Dopo spiumatura
	40
	3 (7.5%)
	21 (52.5%)
	27 (67.5%)

	Dopo lavaggio
	40
	0 (0%)
	17 (42.5 %)
	27 (67.5%)

	Totale
	210
	19 (9%)
	93 (44.3%)
	132 (62.9%)


La prevalenza della contaminazione da Campylobacteriaceae è piuttosto elevata: tutti i campioni di contenuto ciecale sono risultati positivi. Anche i campioni di acqua di scottatura prelevati presso la prima vasca presentano una frequenza molto elevata (intorno al 70%); un calo è stato rilevato sulle carcasse dopo la prima fase di scottatura, ma la prevalenza risulta ancora molto elevata nell’acqua prelevata dalla seconda vasca. La spiumatura sembra favorire la contaminazione, grazie alla notevole diffusione di aerosol ricco di materiale fecale, mentre la fase di lavaggio, applicata per abbattere la contaminazione microbica superficiale sulle carcasse, non ha mostrato un’efficace azione sanitizzante.

Confrontando le metodiche di ricerca utilizzate, si evidenzia l’importanza della fase di arricchimento selettivo; la frequenza di isolamento rilevata dopo la fase di arricchimento appare infatti nettamente superiore a quella ottenuta mediante semina diretta sulle membrane per tutte le tipologie di prelievo. I risultati ottenuti mostrano inoltre la maggiore sensibilità dei kit immunocromatografici rispetto alle tecniche colturali utilizzate, soprattutto nei campioni con 
un livello di contaminazione 
presumibilmente più basso o nei quali i microrganismi risultano più stressati (ad esempio per l’effetto del lavaggio con acqua clorata), e quindi non sono in grado di crescere in maniera ottimale sui terreni solidi.

Per valutare la selettività della metodica sono state confrontate la frequenza di crescita di colonie morfologicamente riferibili a Campylobacteriaceae su agar sangue e quella dell’effettiva identificazione dei microrganismi con test biochimici ed indagine microscopica. Mediamente, le colonie cresciute sul terreno e riconoscibili effettivamente come Campylobacteriaceae sono state l’85%, ma esiste una netta differenza tra le colonie cresciute dopo arricchimento (91%) e quelle derivanti dalla semina diretta (73.5%), grazie alla selezione operata dal brodo di arricchimento.

CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - La ricerca delle Campylobacteriaceae sui campioni analizzati ha rivelato una frequenza di isolamento molto elevata, concordando con i dati riportati in letteratura. La frequenza di positività nelle acque di scottatura evidenzia la notevole criticità di questa operazione, dovuta al continuo ingresso di carcasse con apporto di materiale fecale. L’utilizzo di una doppia fase di scottatura, pur determinando la rimozione meccanica di buona parte dello sporco grossolano, non sembra però sufficiente ad assicurare un miglioramento significativo della contaminazione superficiale delle carcasse; nemmeno l’acqua clorata, in base ai nostri dati, risulta efficace.

L’utilizzo di una metodica colturale che associa un arricchimento in brodo selettivo e la semina attraverso membrane filtranti rappresenta un approccio positivo per l’evidenziazione della presenza di Campylobacteriaceae, come osservato da diversi autori (11). Le particolari esigenze colturali delle Campylobacteriaceae le rendono spesso difficilmente coltivabili: la fase di arricchimento si è dimostrata fondamentale per ottenere concentrazioni batteriche
 tali da assicurare l’isolamento sui terreni solidi e l’utilizzo di membrane è risultato efficace per evitare il passaggio di altri microrganismi enterici. La “fragilità” delle Campylobacteriaceae rappresenta un fattore di sicurezza nei confronti del potenziale rischio di contaminazione, in quanto è noto che, anche se rilevabili in numero elevato sulle carni avicole, non sono in grado di moltiplicarsi, diminuendo in particolare durante le fasi di refrigerazione.

Poiché la velocità di macellazione imposta dalle esigenze del mercato avicolo rende molto elevata la densità degli animali, causando anche l’inevitabile diffusione di microrganismi fecali, resta di fondamentale importanza il rispetto delle norme igienico-sanitarie durante la manipolazione delle carni avicole, così come un’opportuna refrigerazione ed il consumo previa cottura, che rappresenta il maggiore fattore di protezione per i consumatori.
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