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Summary – The authors report a survey on ass’ milk chemical, physical and microbiological parameters. Furthermore, they describe the isolation of 2 strains of Enterobacter sakazakii from 2 samples of milk giving a certain emphasis to this first report in Italy. In conclusion, also on the basis of their previous experiences, the authors give some criteria and  limits to help the hygienic and safety control of ass’ milk at farm.
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INTRODUZIONE - Il principio di “garantire la sicurezza lungo tutta la catena alimentare, a cominciare dalla produzione primaria” costituisce uno tra gli elementi portanti del cosiddetto “pacchetto igiene”.

A proposito della produzione di latte, il Reg. (CE) n. 853/2004 (9) inserisce i termini “altre specie”, consentendo di includere, quale specie lattifera, anche quella asinina. Tale nota è da ritenersi rilevante, visto che il latte è somministrato crudo ad infanti colpiti da allergie e/o da intolleranze alle proteine del latte delle specie lattifere più comuni.
Attualmente la cessione diretta  di piccoli quantitativi di prodotto in azienda è regolamentata da norme quadro nazionali. Le disposizioni comunitarie, invece, consentono all’autorità competente di usufruire di precise indicazioni circa la sanità animale, la qualità igienico – sanitaria e chimico – fisica del latte che sia commercializzato nello specifico ambito. 
In particolare, il Reg. n.853/2004, per le altre specie definisce i criteri di sanità animale, i requisiti per la produzione di latte crudo e, tra questi ultimi, un tenore di germi a 30°C /ml ≤1 500 000 (risultato della media geometrica mobile, calcolata su un periodo di 2 mesi, con almeno 2 prelievi al mese).
Tali valori, a nostro parere, non sono condivisibili se applicati al latte d’asina. Inoltre, il Regolamento non riferisce alcun indice per le cellule somatiche; nè, tantomeno, al momento attuale, sono presenti elementi riferibili agli agenti potenzialmente patogeni da applicare lungo la “filiera del latte d’asina”.
Per motivi facilmente comprensibili, sarà, pertanto, indispensabile porre grande attenzione, in termini di impostazione del controllo del prodotto, a partire prioritariamente dall’azienda. Ciò premesso, quanto descritto di seguito si è posto i seguenti obiettivi: 1) riferire valori meglio rispondenti alla realtà produttiva che riguarda l’asina da latte, rispetto a quanto previsto dal Reg. n.853/2004; 2) indicare un valore numerico orientativo per le cellule somatiche del latte crudo; 3) considerare i potenziali patogeni che possano essere d’importanza rilevante nel particolare settore. Tutto ciò, con l’obiettivo di fornire un primo inquadramento  dei criteri e dei limiti ipotizzabili ai fini del controllo del latte d’asina crudo, soprattutto in fase di produzione primaria.
MATERIALI E METODI - Lo studio ha riguardato n.4 allevamenti siciliani (A, B, C e D). In tre di essi erano presenti soggetti di razza Ragusana; nel restante gli animali controllati erano meticci. Le asine erano mantenute in un regime di allevamento semibrado e solo nell’allevamento C era applicata la mungitura meccanica.
I prelievi, da singoli animali, sono stati effettuati con cadenza quindicinale durante i primi due mesi,  successivamente mensile, per una  media di 6-8 mesi di lattazione (in alcuni soggetti i prelievi riguardavano la fase intermedia di lattazione fino a 10 mesi). Sono state prese in  considerazione 27 asine pluripare, per un periodo superiore ad 1 anno.
Ciascun prelievo di latte era preceduto dalla separazione dei puledri dalle madri per almeno 3 ore. I campioni, posti in contenitori sterili, sono stati trasportati in laboratorio in condizioni di refrigerazione; essi sono stati esaminati per i seguenti parametri: 
a) carica batterica totale (CBT) (Bactoscan FC – Foss A/S, Hillerod, Danimarca); b)conteggio delle cellule somatiche (CCS) (Fossomatic FC - Foss A/S, Hillerod, Danimarca). 
In caso di riscontro di valori elevati di cellule somatiche si è proceduto con la ricerca di Escherichia coli, di Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Pseudomonas sp., Corynebacterium sp., Pasteurella sp., quali potenziali agenti mastidogeni (si ringrazia il Centro Latte dell’IZS di Palermo).
Nel corso di un’ulteriore fase di studio, su n. 53  campioni di latte (allevamenti A, B e D ed un allevamento diverso, contrassegnato con E) è stata effettuata la ricerca di Salmonella sp., Listeria sp., Escherichia coli (Ec) O157:H7 e di Staphylococcus aureus (Sa) mediante consolidati protocolli di batteriologia alimentare. Per Sa sono state aggiunte le prove di potenziale patogenicità (tests per la produzione degli enzimi catalasi, DNasi e coagulasi); per  Ec O157:H7, in caso di positività, è stata prevista la conferma con  test Remel Wellcolex E.coli O157: H7 .

RISULTATI - In tabella n.1 sono riportati i valori medi di  CBT e CCS degli allevamenti testati. 
La ricerca dei potenziali agenti mastidogeni ha consentito di isolare Sa da alcuni soggetti dell’allevamento A nel corso di vari campionamenti; la stessa specie, con S. intermedius, è stata isolata presso l’allevamento D. In allevamento B sono stati individuati Streptococcus (Str) dysgalactiae e Str. epidermidis, durante un solo campionamento.
Tab.1 - Valori medi (vm)  di CBT E CCS  dei campioni di latte nei quattro allevamenti
	Allevamento

(n. soggetti)

	CBT

(log ּufc ּ ml-1)

	CCS

(logּml -1)

	A (4)

	4.271

	4.660


	B (10)

	4.152

	3.931


	C (5)

	5.632

	4.521


	D (8)

	3.781

	3.862



	

	Le cariche batteriche erano sempre inferiori a 1.47 logּ ufcּml-1. All’isolamento di tali specie non hanno fatto riscontro anomali indici citologici o segni di flogosi mammaria.

Per ciò che concerne le indagini di batteriologia alimentare, Listeria sp., Salmonella sp. ed Escherichia coli O157:H7 non sono stati mai riscontrati.
Gli isolamenti hanno, invece, riguardato Sa (allevamento (all) A, 1 ceppo (c); all.D, 1 c.; all. E, 3 c.(; S. epidermidis ( all.E, 1 c.);  S. xylosus (all. A,D,E, 3 c.); S. warneri (allev. E, 1 c.); S. sciuri (all. A, 2 c; all.E, 2 c). I ceppi di Sa  sono risultati catalasi +, DNasi + e coagulasi +. La carica batterica era  inferiore a 1 logּufc ml-1, tranne per un ceppo, presente con valori  di 3.58 logּufcּml-1. In 9 campioni dell’all. D ed in 1 campione dell’all. A le colonie tipiche in Baird Parker agar si aggiravano intorno a 4 log ufcּml-1.Sono stati, altresì, identificati 2 c di Enterobacter sakazaki (Es) dall’allevamento D; 1 c. di E .agglomerans dall’allevamento E e 2 c di E. cloacae nell’allevamento E.



CONSIDERAZIONI E CONCLUSIONI - Il basso tenore in CCS ed in CBT conferma, ancora una volta, come tali valori si discostino da quelli già noti per le principali specie lattifere, come segnalato in nostre precedenti indagini (1, 2, 3) (i valori di CBT nell’allevamento C possono essere stati influenzati dall’uso della mungitura meccanica che avrebbe turbato il microbismo dei campioni). 

Sulla base di detti risultati è possibile confermare come il valore medio di carica batterica a 30°C, pari a 1.500.000/ml, considerato accettabile dal Reg.(CE) n.853/2004 per il latte crudo di “altre specie”, appaia decisamente elevato e poco adeguato al latte d’asina. Tale considerazione non sarebbe da trascurare in fase di applicazione pratica del Reg. (CE) n. 853/2004, né della normativa nazionale che consente la cessione diretta di latte. Detto valore sarà certamente più idoneo alla specie bufalina, ovina e caprina.

Un’attenta riflessione meritano i risultati delle indagini di batteriologia alimentare. Esse, innanzitutto, concernono l’isolamento di Sa con caratteri di potenziale patogenicità; in un caso il valore riscontrato ( 3.58 logּ ufcּml-1) è stato superiore al limite minimo indicato nel D.P.R. n. 54/97 (4) per il latte crudo  alimentare di vacca dopo il confezionamento (m=100; M= 500;  n=5, c=2). Il riscontro di Sa a livelli “critici”, unitamente ai risultati di nostre precedenti esperienze (3), fanno ritenere opportuno che il microrganismo sia compreso tra i criteri di cui definire anche i limiti di accettabilità per i controlli del latte d’asina crudo da somministrare come tale. Preoccupa poco il riscontro delle restanti specie di stafilococchi, quale S. epidermidis e S. warneri, ritenute opportuniste. Esse, infatti, sono state indicate quale agente causale di infezioni nosocomiali (12); S. xylosus, anch’esso coagulasi negativo, è ben rappresentato nel settore lattiero caseario e può essere incluso nelle colture starter per salumi (10).

Di non trascurabile importanza è da ritenere, invece, l’isolamento del tutto casuale di 2 ceppi di Enterobacter sakazakii (Es) dal latte di 2 diversi allevamenti.

Ci sembra più che ovvio porre  l’accento su tale riscontro, visto che il Reg. (CE) n. 2073/2005 (8), tra i criteri di “sicurezza alimentare”, ne prevede l’assenza in 10 g di prodotto per gli “alimenti in polvere per lattanti e gli alimenti dietetici in polvere a fini medici speciali destinati ai bambini di età inferiore ai 6 mesi....” (n=30 e c=0). Es, descritto come patogeno opportunista, si è reso responsabile di gravi patologie in neonati, specie se sottoposti a terapia intensiva (bambini pre termine, a basso peso o immunocompromessi). E’ stato isolato da numerose matrici alimentari (7), oltre che da latte in polvere per la prima infanzia (IFM) (5, 6). Da studi di tipizzazione molecolare è emerso che la patologia  del neonato sarebbe causata da un’endotossina, un lipopolisaccaride (LPS) termostabile che persiste durante la lavorazione dell’IFM; il rischio di batteriemia ed endotossiemia, specie nei neonati con sistema immunitario immaturo, sarebbe connesso all’ingestione di IFM contenente elevati livelli di endotossina (11).

Nel sottolineare come il nostro rappresenti il primo isolamento in Italia da latte d’asina, siamo del parere che, per le sue peculiarità e viste le incertezze sulla dose infettante, Es debba essere attenzionato, a maggior ragione, durante i controlli di routine in produzione primaria, per escluderne la presenza nel prodotto somministrato crudo. La sua resistenza all’essiccamento e la lunga persistenza (7) richiedono grande attenzione anche ai fini di una possibile liofilizzazione del latte d’asina.
Il mancato isolamento di Salmonella sp., di Listeria sp. e di E. coli O157:H7 non ci esime dal consigliare anche la ricerca di tali batteri, vista la nota importanza per la qualità sanitaria anche per il latte d’asina.
Sulla base di quanto esposto finora, e dell’esperienza consolidata nel passato, riteniamo di poter avanzare la proposta dei seguenti criteri, unitamente ai relativi limiti, che potrebbero essere applicati ai fini del controllo del latte d’asina destinato a fini terapeutici (tabella 2).
	Tabella 2 – Criteri e relativi limiti, per il controllo  igienico–sanitario del latte d’asina

	CRITERI 
	LIMITI PROPOSTI

	CCS
	3.86 - 4. 66 (log ml-1)

	CBT a 30°C
	3.78-5.63 (log ufc ml-1)

	Salmonella sp. (ufc ml-1)
	assenza (come in DPR 54/97)

	S. aureus (ufc ml-1)
	assenza (come in DPR 54/97)

	Listeria sp. ( ufc ml-1)
	assenza

	E. sakazakii  (ufc ml-1)
	come in Reg. (CE)  n. 2073/2005
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