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Riassunto

La carne di maiale € ampiamente consumata nel mondo sia come prodotto tal quale sia come prodotto
trasformato e nel futuro e previsto un consumo ancora maggiore a causa dell’'incremento demografico.
La carne di suino puo trasmettere pericolose zoonosi batteriche tra cui la listeriosi. | sintomi clinici che
la contraddistinguono possono variare dalle gastroenteriti alle forme pil gravi come gli aborti, le
meningiti e le setticemie. La listeriosi comporta un danno economico diretto causato dall’elevato tasso
di ospedalizzazioni e un danno economico indiretto causato dalla diminuzione delle ore di lavoro delle
persone colpite e dalle possibili sequele che possono perdurare per tutta la vita. La maggior parte delle
infezioni si contraggono a livello domestico con I'assunzione di alimenti pronti al consumo con alte
cariche microbiche. Listeria € un genere di batteri al cui interno si contano oggi 17 differenti specie di

cui solo poche sono considerate patogene per 'uomo e gli animali.

La contaminazione della carne puo derivare da vari momenti lungo la filiera alimentare. Uno dei primi
istanti & rappresentato dalla macellazione, in cui i batteri contenuti nell’ intestino e nel cavo orale
possono arrivare alla carcassa e da questa alla carne. Vari autori hanno evidenziato come le listerie
siano organismi ubiquitari e come possano essere presenti sulla cute, nel contenuto intestinale e nella
carne dei suini macellati. La contaminazione di L. monocytogenes sulla cute & ben documentata con
prevalenze molto variabili a seconda dello studio svolto. Tuttavia non si conosce la reale distribuzione
di Listeria spp. sulla carcassa e quindi non si possono formulare ipotesi sulla reale dinamica di
contaminazione durante le fasi di macellazione. Le domande a cui questa tesi ha cercato di dare
risposta sono: quali zone della carcassa sono maggiormente contaminate? Quali effetti prima della

macellazione possono influire sulla contaminazione?

In macello sono stati effettuati tre tamponi sulla testa, spalla e coscia di 150 maiali provenienti da 15
differenti allevamenti del Veneto, della Lombardia e del Piemonte. | risultati ottenuti suggeriscono una
maggiore contaminazione della testa rispetto alla spalla e alla coscia. Il fattore che predispone alla
contaminazione e il tempo medio trascorso in stalla di sosta con una maggiore positivita per tempi di
sosta superiori alle dieci ore. Questi risultati possono essere utili ai macelli per consentire un maggior
controllo del flusso produttivo diminuendo le probabilita che Listeria riesca a replicare e diffondere

massivamente nelle fasi successive di lavorazione.






Abstract

Pork is widely consumed all over the world, and in the future, there will be a larger consumption
because of the global population growing. The swine meat can transmit dangerous zoonoses such as
listeriosis. The clinical symptoms of listeriosis vary from mild gastroenteritis to the more severe form
of abortion, septicemia and meningitis. Listeriosis results in a direct economic loss because of high
hospitalization rate and an indirect loss due to the reduction of the working force and to the severe
health implications. Most of the cases of listeriosis are domestically acquired because of consumption
of ready to eat foods contaminated by high bacterial load. The genus Listeria contains 17 species but

only few of them are pathogenic for humans and animals.

The contamination of the meat occurs in many steps during the food chain: one of the first moment is
the slaughtering because the intestinal and mouth bacteria can spread to the carcass, thus
contaminating the meat. Many authors found Listeria in the intestine, in the skin and in the meat of
the slaughtered swine. The contamination of the skin from Listeria monocytogenes is well known but
the distribution of Listeria spp. in different points of the carcass is still unknown. The questions this
work tried to answer were the following: what points of the carcass are more contaminated? What

critical points before slaughter could affect the contamination?

In the slaughterhouse, the carcasses were sampled using swabs in three point (ham, loin and head). A
total of 150 pigs coming from Veneto, Lombardy and Piedmont were sampled. The results suggested
a great contamination of the head followed by a smaller contamination of loin and of ham. Since the
pigs waiting a long time before slaughter were more contaminated, the lairage facility influenced their
Listeria contamination. These results can be helpful to the slaughters to manage better the food chain

and diminishing the probability of Listeria to multiply in the following meat processing.






Capitolo 1

Introduzione e scopo

La listeriosi € una malattia alimentare sostenuta da batteri del genere Listeria con particolare
riferimento a Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii. Recentemente anche Listeria innocua,

considerata da tempo non patogena, ha provocato casi di malattia alimentare (Perrin et al., 2003).

La prima dimostrazione di malattia alimentare umana risale al 1950 in Germania dove il batterio venne
trovato da Potel sia nel latte mastitico di una vacca sia in gemelli abortiti. Potel scopri che la madre dei
gemelli aveva assunto il latte contenente Listeria monocytogenes il giorno prima dell’aborto (Potel,
1952). Epidemie di listeriosi per consumo di alimento contaminato sono state dimostrate a partire

dagli anni ’80 (Schlech et al., 1983).

Non & la malattia alimentare piu diffusa (4 casi ogni milione di abitanti in UE) ma una delle piu
preoccupanti e costose da curare con una letalita che puo raggiungere il 30% e che colloca questo
batterio nella top five delle malattie alimentari a maggiore pericolosita in Unione Europea (EFSA, 2016).
Dal 2000 in poi, in Europa, sono costantemente aumentati i casi di listeriosi (EFSA, 2016) e, se da un
lato sono migliorati gli strumenti diagnostici e i sistemi di notifica, dall’altro, fattori come
I'invecchiamento della popolazione (Eurostat, 2016), i cambiamenti socio-culturali (consumo di
prodotti RTE, Ready To Eat) e la refrigerazione degli alimenti hanno contribuito a un aumento
dell’incidenza. La prevenzione resta un obiettivo di primaria importanza al fine di evitare casi di
listeriosi che, soprattutto nelle categorie a rischio, possono condurre a sepsi, aborti, polmoniti,
meningiti e infezioni al sistema nervoso centrale (Donovan, 2015). La listeriosi, a differenza di altre
malattie, & trasmessa nel 99% dei casi da alimenti quindi agire sulla sicurezza alimentare, sulla
produzione degli alimenti, sull’igiene dei prodotti alimentari pud prevenire delle morti o comunque

dei casi anche gravi.

Listeria spp. € un microrganismo ubiquitario che si puo trovare sia in alimenti di origine animale sia in
alimenti di origine vegetale. Tra i prodotti di origine animale sicuramente la carne e i prodotti derivati
occupano un ruolo centrale come pure il latte e latticini (Fleming et al., 1985; Xavier et al., 2014; Nayak

et al., 2015; Pouillot et al., 2016).

Tuttavia epidemie recenti di listeriosi umana hanno evidenziato come questo microrganismo sia

presente in una grande varieta di ortaggi e frutta dimostrando grande capacita di sopravvivenza e
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replicazione nelle acque per la ferti-irrigazione e in generale nell’ambiente esterno, replicando anche

a temperature di refrigerazione (McCollum et al., 2013; Gaul et al., 2013).

Per tale motivo rimane un microrganismo particolarmente difficile da eliminare in molti settori
dellindustria alimentare come nei macelli e nei laboratori di sezionamento. Il suino occupa un ruolo
di primaria importanza nella trasmissione e diffusione di Listeria lungo tutta la filiera alimentare perché
da un lato alberga L. monocytogenes nell’intestino (Yokoyama et al., 2005) e dall’altro perché, tra le
carni rosse, la carne di maiale e la pil consumata al mondo, con I'UE che ha il piu alto livello di consumo
pro capite (Colby e Punda, 2009; McNeill e Van Elswyk, 2012). In catena di macellazione I'eviscerazione,
lo scuoiamento e la depilazione sono le fasi piu critiche per la diffusione di microorganismi dal
contenuto intestinale alla carcassa. Queste contaminazioni possono portare Listeria spp. sulla carcassa,
sulla carne e nelle preparazioni successive aumentando cosi le possibilita del batterio di potersi

replicare e causare un serio rischio per la salute pubblica.

E interessante capire se esiste una localizzazione spaziale di tali batteri sulla superficie della cotenna
oppure no perché se si stabilisce una maggiore contaminazione in determinate zone si possono
adottare misure correttive. In effetti, non sono mai stati eseguiti studi specifici su questo argomento
quindi non riusciamo a stabilire o0 meglio non abbiamo dati che ci permettano di dire se le listerie che
derivano dal contenuto intestinale si distribuiscano in maniera omogenea o se vi siano parti della
carcassa che siano invece pil contaminate di altre. In questo secondo caso sapere che la distribuzione
di Listeria spp. sulle carcasse di maiale non & omogeneo e sapere dove si possa concentrare di piu e
dove di meno, potrebbe essere utile al fine di prevenire la diffusione di Listeria monocytogenes lungo
la filiera della produzione delle carni e quindi prevenire la presenza di Listeria negli alimenti evitando

possibili casi di listeriosi.

Di conseguenza conoscere meglio la dinamica di distribuzione di Listeria monocytogenes e di Listeria

spp. sulla carcassa puo essere fondamentale nella catena di macellazione.
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Capitolo 2

Rassegna Bibliografica

2.1 La Listeriosi animale e umana

2.1.1 LISTERIOSI ANIMALE

Un gran numero di animali sono suscettibili alla listeriosi e tra loro i ruminanti rappresentano la
categoria piu colpita. Anche i lagomorfi possono essere interessati abbastanza frequentemente seguiti
dai volatili. Suini, cavalli e pesci raramente sono coinvolti. Si stima che L. monocytogenes possa

infettare piu di 40 specie di mammiferi e uccelli.

Animale Forme cliniche
Ruminanti Aborto, nervosa, setticemica, oculare, mammaria, gastroenterica
Equini Nervosa, aborto, setticemica, oculare, gastroenterica
Suini Nervosa, portatori sani
Canidi, felidi Nervosa, setticemica, cutanea, portatori sani
Lagomorfi Aborto, nervosa, setticemica, mammaria, respiratoria, cutanea, congiuntivale
Roditori Portatore sano e setticemica, congiuntivale e respiratoria nel topo solo portatore sano
Uccelli Setticemica, gastroenterica, nervosa
Pesci Setticemica, cutanea
Rettili Portatori sani
Anfibi Portatori sani

Tabella 1: Principali specie animali in cui Listeria & stata isolata e relative forme cliniche. Fonte: Lecuit, (2007)

Negli ultimi anni grazie al miglioramento delle tecniche zootecniche si & assistito a un grande calo
dell’incidenza della malattia negli animali domestici. Se da un lato la progressiva riduzione delle
manifestazioni cliniche ha portato alla risoluzione di un problema legato alla perdita di animali,
dall’altro ha favorito una maggiore disseminazione di Listeria monocytogenes lungo la filiera

alimentare dovuta a portatori sani asintomatici (Giaccone e Catellani, 2016).

Negli animali la maggior parte delle infezioni & sostenuta da Listeria monocytogenes. Altre forme di
infezione, anche se piu rare, possono essere provocate da altre specie del genere Listeria come L.

ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L. grayi.
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| ruminanti sono la categoria di animali piu frequentemente coinvolti da listeriosi. Le forme morbose
piu comuni nei ruminanti sono: encefalite, setticemia e aborti. Meno comunemente ci possono essere

mastiti o cheratocongiuntiviti (Radostits et al., 2006).

La via di contagio predominante € quella orale: Listeria monocytogenes sopravvive e replica negli
insilati mal fermentati. La diffusione del microrganismo nelle feci e stagionale e piu frequente nei mesi

invernali e primaverili, periodi in cui si attua I'alimentazione con insilato (Radostits et al., 2006).

L'invasione avviene nel tratto intestinale con una successiva disseminazione ematogena che puo
arrivare all’'utero gravido causando quindi un’infezione uterina e setticemia. | meccanismi di
disseminazione e successiva infezione del sistema nervoso centrale non sono ancora ben chiari: si
ipotizza che il batterio possa entrare nei nervi cranici del trigemino attraverso lesioni della mucosa
orale e da li invadere il sistema nervoso (per esempio al momento della comparsa dei denti definitivi

(Dirksen et al., 2004)).
Il periodo di incubazione nel bovino ¢ variabile e di circa due settimane.
Se il bovino e colpito da listeriosi encefalica si possono manifestare i seguenti segni:

e Movimenti in circolo (circling disease);

e Paralisi facciale monolaterale;

e Depressione del sensorio;

e Ptosi di labbra, padiglioni auricolari, palpebre;

e Ridotta/assente sensibilita della cute del lato colpito per interessamento del trigemino;
e Strabismo convergente dell’occhio del lato colpito (nervo abducente);

e Scialorrea.

Questi disturbi via via si possono aggravare portando a morte I'animale in 1-2 settimane per paralisi

respiratoria.

Le diagnosi differenziali dell’encefalite da Listeria monocytogenes sono I'avvelenamento da Piombo, il
botulismo, la BSE (encefalopatia spongiforme bovina), la meningoencefalite tromboembolica da
poliencefalomalacia e la cenurosi cerebrale. Tuttavia queste malattie non si caratterizzano, come nella

listeriosi, da un coinvolgimento monolaterale (Smith, 1996).

Se il bovino e colpito dalla forma setticemica generalmente i sintomi sono aspecifici: astenia, febbre,
diarrea con un decorso da acuto ad iperacuto e con la morte dell’animale nel giro di 12 ore. Solitamente
qguesta forma viene maggiormente contratta da vitelli con meno di due settimane di vita ma non si
escludono anche animali pil anziani (Dirksen et al., 2004).
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La cheratocongiuntivite di solito si associa al contatto diretto dell’occhio con l'insilato contaminato con

successivo sviluppo della fotofobia.

La mastite da Listeria monocytogenes pud decorrere in forma subclinica, cronica e raramente clinica.
Molto spesso, infatti, i bovini possono eliminare asintomaticamente Listeria monocytogenes con il latte
come dimostrato da di Jamali e Radmehr, (2014) i quali hanno isolato Listeria spp. in 21 dei 207
campioni di latte mastitico. Di questi, 17 erano positivi per Listeria monocytogenes dimostrando come

guesta sia tra tutte le listerie la principale causa di mastite.

Nelle pecore, altra specie molto colpita, la listeriosi si manifesta in maniera simile alla patologia che
interessa i bovini. Alcune differenze sono legate al fatto che nella pecora il periodo di incubazione puo
essere leggermente pil lungo di una settimana rispetto al bovino e al fatto che nella pecora la morte
€ piu rapida e sopraggiunge in un intervallo di tempo di 2-3 giorni nella forma encefalica (Giaccone e

Catellani, 2016).
Le forme morbose piu comuni nelle pecore sono la forma encefalica, gli aborti e la setticemia.

La forma encefalica delle pecore e simile a quella dei bovini, I'unica differenza puo essere la minor
manifestazione del circling disease e una maggior propensione di movimenti propulsivi rettilinei
afinalistici. Questo atteggiamento permette di differenziare la listeriosi ovina dalla tossiemia gravidica
che presenta come segno la continua pressione della testa dell’animale su una superficie verticale

(Scott, 2013).

Gli aborti sono causati dall’ infezione della placenta da parte di Listeria monocytogenes e la successiva
espulsione del feto prematuro nell’ultimo trimestre di gravidanza. Il feto puo presentare epatite,
splenite e polmonite e queste lesioni si possono trovare anche nel caso di setticemia neonatale causata

da eliminazione di Listeria monocytogenes da parte di pecore subclinicamente infette.

La diagnosi di listeriosi e difficile da raggiungere poiché altre malattie danno sintomatologia
sovrapponibile: la chetosi e I'enterotossiemia hanno gli stessi sintomi della setticemia da Listeria,
I’encefalite virale produce gli stessi segni dell’encefalite data da Listeria monocytogenes (Giaccone e

Catellani, 2016).

Nelle capre la listeriosi e caratterizzata da sintomatologia, periodo di incubazione e stagionalita
sovrapponibili a quelli della pecora. Una differenza riguarda la minor resistenza della capra a Listeria

monocytogenes e quindi a un maggior numero di casi fatali.

Altri animali da reddito come i suini e i cavalli generalmente non sono colpiti da questa malattia, ma,

soprattutto per quanto riguarda i suini, possono fungere da eliminatori nel contenuto intestinale come
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suggerito da Yokoyama e coll., (2005) in cui su 100 campioni da contenuto cecale di suini, 74 sono

risultati positivi a L. monocytogenes.

Data la natura altamente resistente del batterio, il controllo della malattia & difficile, tuttavia si puo
agire su una buona gestione dell’allevamento e sulla preparazione dell’insilato evitando cambiamenti

repentini di dieta, stress e sovraffollamento (Dirksen, et al., 2004).

2.1.2 LISTERIOSI UMANA

La listeriosi umana € una grave forma di malattia alimentare causata da batteri del genere Listeria tra
i quali il maggior responsabile &€ L. monocytogenes. Anche altre specie di Listeria possono causare

malattia come L. ivanovii e L. innocua.

E una malattia rara, negli Stati Uniti colpisce annualmente circa 2500 persone (Scallan et al., 2011). Ha
una letalita molto elevata che si aggira sul 20-30% anche in soggetti che ricevono adeguate cure
mediche e antibiotiche portando ad un elevato tasso di ospedalizzazione (94%) (Chen e Nightingale,

2013).

L'infezione & pil probabile e fatale in soggetti con sistema immunitario compromesso (rischio relativo
500 volte maggiore di contrarre la listeriosi in persone con AIDS rispetto a persone sane), bambini (100
casi per milione di abitanti), anziani con piu di 65 anni (14 casi per milione di abitanti) e donne incinte

(probabilita 20 volte maggiore di sviluppare listeriosi rispetto alla popolazione sana) (Lecuit, 2007).
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La listeriosi puo manifestarsi come gastroenterite aspecifica nei soggetti normali, questa forma & poco

diagnosticata e talvolta confusa con altre forme

batteriche e si risolve spontaneamente nel giro di
vecchiaia
qualche giorno (Donovan, 2015).

soppressione

immunitaria
(trapianto

organo

Se invece vengono colpiti i soggetti a rischio si

tumori

sviluppano encefaliti, aborti, sepsi.

Ad oggi si contano 13 sierotipi di Listeria

monocytogenes, ma solo pochi sono considerati

epatiche, sindrome
renali, AIDS
autimmuni

patogeni e comprendono:

diabete . Sierotipo 1/2a;
. Sierotipo 1/2b;
. Sierotipo 4b.

In uno studio danese si dimostra la maggior letalita provocata dal sierotipo 4 rispetto al sierotipo 1/2.
Il 26% di pazienti infettati col sierotipo 4 di L. monocytogenes sono morti rispetto al 16% di pazienti

infettati col sierotipo 1/2 (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

Una volta entrato in contatto con la mucosa intestinale, il batterio si lega a uno specifico recettore
dell’enterocita e lo invade. Tramite endocitosi arriva alle cellule endoteliali entrando nel circolo

sanguigno e diffondendo sistematicamente (Pizarro-cerda e Ku, 2012).

Le donne gravide colpite da listeriosi possono avere sintomi simil-influenzali: dolori, debolezza, febbre.
In gravidanza inoltre aumenta enormemente il rischio di aborto e di nascita di feti disvitali. Il batterio
infatti infetta dapprima la placenta e poi il feto portando a microascessi epatici, splenici e cutanei. Il
feto pud anche nascere normalmente e sembrare apparentemente sano ma morire dopo pochi giorni

per una forma acuta e letale (Lecuit, 2007).

Oltre alla disseminazione ematogena, Listeria monocytogenes riesce a raggiungere il SNC provocando
meningoencefaliti mortali. La meningite provocata da Listeria ha il piu alto tasso di letalita (22%) di
tutte le altre meningiti batteriche ed e la seconda causa di meningite batterica in persone di eta

superiore ai 50 anni (Lecuit, 2007).

Nel sistema nervoso centrale L. monocytogenes puo dar adito a due tipi di lesioni: una romboencefalite
oppure ascessi intraparenchimatici. La romboencefalite € la forma pil diffusa e la sintomatologia piu
tipica riguarda la paralisi facciale monolaterale, la sindrome cerebellare (convulsioni, perdita di

equilibrio), la perdita di sensibilita dei nervi cranici. La seconda forma data da ascessi
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intraparenchimatici cerebrali riguarda una minima parte di persone affette da listeriosi: le zone del
SNC maggiormente interessate riguardano ponte, midollo allungato, talamo, aree subcorticali

(Mylonakis, et al., 1998).

Il periodo di incubazione & estremamente variabile, si passa da 2 a 70 giorni di incubazione rendendo

in questo modo molto difficile la diagnosi (Swaminathan e Gerner-Smidt, 2007).

La via di infezione & orale e si trasmette nel 99% di casi con il cibo, specialmente con gli alimenti RTE e
quelli altamente processati e con lunghi tempi di conservazione. Sperimentalmente e stato dimostrato
che nei primati per avere un effetto clinico & necessaria una concentrazione di 10° cellule nel cibo

(Farber et al., 1991). Molto raramente si puo avere una trasmissione diretta tra animale e uomo.

Anno Paese N. di casi | N. casi perinatali | N. di morti | Veicolo sospetto/implicato
1981 Nuova Scozia, Canada 41 34 18 Insalata
1983 Massachusetts, USA 49 7 14 Latte pastorizzato
1985 California, USA 142 94 48 Formaggio messicano
1983-1987 Svizzera 122 65 34 Formaggio
1987-1989 Regno unito 366 ? ? Paté
1989-1990 Danimarca 26 3 7 Formaggio verde
1992 Francia 279 0 85 Lingua di suino in gelatina
1993 Francia 38 31 10 Rillettes
1998-1999 | Focolai diffusi multipli, USA 108 ? 14 Hot dog
1999 Finlandia 25 0 6 Burro
1999-2000 Francia 10 3 3 Rillettes
1999-2000 Francia 32 9 10 Lingua di suino in gelatina
2000 Focolai diffusi multipli, USA 30 8 7 Prodotto RTE a base carnea
2000 Nord Carolina, USA 13 11 5 Formaggio messicano
2002 Focolai diffusi multipli, USA 54 12 8 Prodotto RTE a base carnea
2002 Québec, Canada 17 0 Formaggio a latte crudo
2003 Texas, USA 12 ? ? Formaggio messicano

Tabella 2: Focolai internazionali di listeriosi invasiva di origine alimentare dal 1981 al 2003. Fonte: Swaminathan e Gerner-Smidt,
(2007)

Secondo I'EFSA, (2016) i principali alimenti che possono essere contaminati da Listeria monocytogenes

sono:

Latte crudo non pastorizzato;

e Prodotti di gastronomia a base di carne;
e Formaggi molli;

e Pesce affumicato;

e Germogli e verdura fresca.
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Per quanto riguarda I'epidemiologia della malattia, come segnala I' EFSA (2016), I'Europa nel 2015 ha
riportato 2206 casi di listeriosi distribuiti in 28 Stati membri con un numero totale di 270 morti e una
media di 0,46 casi ogni 100 mila abitanti. Il 99,7% dei casi € stato ospedalizzato e il tasso di letalita si
attesta sul 17,7%. L'infezione da Listeria si riporta maggiormente in persone con meno di un anno di

vita e in quelle con piu di 65 anni di eta, con un gruppo consistente di anziani di 84 anni (vedi figura 1).
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Figura 1: Casi riportati di listeriosi ogni 100 mila abitanti a seconda dell’eta e del sesso nel 2014. Fonte ECDC, (2017).

La malattia pud essere considerata “stagionale” con un aumento del numero di casi nei mesi estivi,

(Figura 2).
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Figura 2: Distribuzione stagionale di casi confermati di listeriosi in UE nel 2014 rispetto il 2010-2013
Fonte: ECDC, (2017)
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Nel 2013 secondo I'EFSA, (2015) ci sono stati 7 focolai di listeriosi in UE:

e 3 focolai riguardano il consumo di crostacei, molluschi e prodotti derivati;

e 1 focolaio riguarda il consumo di formaggio;

e 1 focolaio riguarda il consumo di carne e prodotti derivati;

e 1 focolaio riguarda il consumo di carne di suino e prodotti derivati;

e 1 focolaio riguarda il consumo di verdure, succhi di frutta e prodotti simili.

Negli Stati Uniti, grazie a provvedimenti messi in atto dal 1995, si € assistito a una diminuzione di casi
di listeriosi associati al consumo di prodotti RTE, carni rosse e pollame. Tuttavia non si & riscontrata
una diminuzione simile nei prodotti lattiero-caseari e, parallelamente, sono aumentati episodi

epidemici legati all’assunzione di frutta, verdura e gelato. Secondo il CDC (Center for Disease and

Control) ogni anno mediamente negli USA si verificano 1600 casi di listeriosi con 260 morti.

Anno Paese l:asdll :o‘rjtll Veicolo sospetto/implicato
2010 Texas 10 5 Verdura quarta gamma
2011 Focolai diffusi multipli 147 33 Melone

2012 Focolai diffusi multipli 22 4 Ricotta salata
2013 Focolai diffusi multipli Formaggio

2014 Illinois, Michigan 2 Germogli di soia
2014- e -

2015 Focolai diffusi multipli 35 7 Mele cotte caramellate
2014 Focolai diffusi multipli 1 Formaggio

2014 California, Maryland 1 Formaggio molle
2015 Focolai diffusi multipli 10 5 Gelato

2015 Focolai diffusi multipli 30 3 Formaggio fresco
2016 Focolai diffusi multipli 19 1 Verdura quarta gamma
2016 California, Florida 1 Latte crudo

2016 Focolai diffusi multipli 9 3 Verdura surgelata
2017 Focolai diffusi multipli 8 2 Formagglcc;lrj‘r(;cc))lle alatte

Tabella 3: Focolai di listeriosi invasiva di origine alimentare negli Stati Uniti dal 2010 al 2017. Fonte: CDC, (2017).

La prevenzione a livello domestico si attua agendo sulle buone prassi di preparazione degli alimenti:

e Lavare le mani e le verdure in modo appropriato;

e Mantenere I'ambiente lavato e pulito;

e Cucinare la carne adeguatamente;

e Evitare di usare strumenti sia per il cibo crudo che per quello cotto;

e Conservare I'alimento adeguatamente, evitando per esempio la refrigerazione protratta di

prodotti pronti al consumo;

e Evitare di assumere gli alimenti incriminati soprattutto dalle categorie a rischio.
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La terapia nei soggetti colpiti ha risultati variabili e questo & dovuta in parte al fatto che Listeria sia un
patogeno intracellulare e in parte al fatto che, data la rarita della malattia, non siano state eseguite
terapie standardizzate sulle persone colpite. Studi in vitro hanno dimostrato come Listeria
monocytogenes € suscettibile a: penicillina G, ampicillina, eritromicina, trimethroprim,
sulfametoxazolo, rifampicina e aminoglicosidi. In genere il farmaco piu usato & I'ampicillina e nei
soggetti che non la tollerano si usa l'associazione trimethroprim con sulfametoxazolo. Listeria
monocytogenes € resistente alle tetracicline pertanto questo farmaco non deve essere usato in corso
di listeriosi. La terapia deve avere una durata di 10-14 giorni per la forma setticemica e di 14-21 giorni

per la forma encefalica. La cura antibiotica si associa ad adeguate terapie di supporto (Donovan, 2015).

2.2 Il genere Listeria

2.2.1 CLASSIFICAZIONE TASSONOMICA

Dominio: Bacteria
Regno: Eubacteria
Phylum: Firmicutes
Classe: Bacilli

Ordine: Bacillales
Famiglia: Listeriaceae
Genere: Listeria

Specie: L. grayi, L. monocytogenes (1980); L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri (1983); L. ivanovii
(1992); L. rocourtiae, L. marthii (2010); L. fleishmanni, L. weihenstephanensis (2013), L. aquatica, L.

cornellensis, L. floridensis, L. grandensis, L. riparia (2014); L. newyorkensis, L. booriae (2015).

Ad oggi il genere Listeria conta 17 specie e una 18° sta per essere confermata: L. thailandensis
(Leclercq et al., 2016).
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2.2.2 CARATTERISTICHE MICROBIOLOGICHE

Listeria € un batterio Gram positivo, non sporigeno, anaerobio facoltativo ampiamente diffuso
nell’ambiente ma presente anche nell’ intestino di animali e uomo, sulla cute, negli alimenti, nelle
acque di irrigazione, sulle superfici inorganiche (in queste ultime grazie alla formazione di
microarchitetture di sostanza organica chiamate biofilm) (ILSI e Walls, 2005; Thévenot et al., 2006;

Buchanan et al., 2017).

Le listerie “classiche” ovvero quelle isolate tra il 1924 e il 1985 si isolano molto frequentemente negli
alimenti. Le “nuove” listerie oltre ad essere rinvenute in una grande quantita di alimenti si rinvengono

da nicchie ambientali come ambienti agricoli e ambienti naturali (Barre et al., 2016).

Il genere Listeria é:

e Psicrotrofo: cresce a temperature che variano dai -1 °C ai 45 °C, tuttavia esistono delle specie-
specificita i.e. L. floridensis, L. aquatica e L. fleischmanni non crescono a temperature inferiori
o pari a 7°C (den Bakker et al., 2014; Orsi e Wiedmann, 2016).

e Alotollerante: riesce a moltiplicare anche in matrici alimentari ad alta salinita (10%) e con Aw
(water activity) di 0.900-0.880.

e Acidurico: il pH ottimale di crescita varia da 4 a 9,5 pero riesce a sopravvivere anche al di fuori
di questo range se prima é stato esposto a dosi subletali di acidita.

e C(Catalasi positivo.

e Ossidasi negativo.

Questo genere di batteri non riesce a idrolizzare I'urea o a produrre H,S e fermenta il glucosio ad acido

lattico senza generare anidride carbonica.

La temperatura in grado di inattivare sensibilmente Listeria monocytogenes € uguale o superiore a
quella di pastorizzazione (maggiore di 72°C in 10 secondi). Tuttavia non sempre questa temperatura &
in grado di eliminare al completo il batterio come ipotizzato da Fleming e coll., (1985) i quali hanno

studiato un epidemia di listeriosi derivata da latte pastorizzato.

Tutti i membri del genere Listeria sono di forma bastoncellare e misurano mediamente 0,5 pum in
diametro e 2,1 um in lunghezza, tuttavia possono misurare anche 100 um in colonie che abbiano subito

uno shock osmotico (forma filamentosa).
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Secondo den Bakker e coll., (2014) la motilita si riscontra nelle seguenti specie:

e [. monocytogenes;
e [.innocua;

o [ seeligeri;

e L. ivanovii;

o L. welshimeri;

e L. marthii;

e [.grayi.

Le listerie sono motili a temperature di 20-25 °C grazie all’azione di flagelli peritrichi. Tuttavia a
temperature di 37°C i flagelli vengono persi e si pensa che questo sia uno dei fattori patogenetici

necessari per invadere le cellule ospiti.
Solo tre specie sono emolitiche:

e L. monocytogenes;
o L. seeligeri;

e [.ivanovii.

L. monocytogenes e L. ivanovii sono dei patogeni intracellulari facoltativi, le restanti 15 specie sono
considerate saprofiti ambientali (den Bakker et al., 2014; Weller et al., 2015). Tuttavia in tempi

recenti si sono verificati episodi di listeriosi causati da: L. seeligeri, L. innocua, L. grayi, L. murray.

Alcuni esempi sono:

e Meningite purulenta acuta da L. seeligeri in un paziente immunocompetente (Rocourt et al.,
1986)

e L. innocua isolata in un caso di meningoencefalite ovina (Walker et al., 1994).

e Batteriemia da L. grayi in un paziente con morbo di Hodgkin (Todeschini et al., 1998).

e Batteriemia fatale da L. innocua in una donna (Perrin et al., 2003).

e L. innocua atipica, con caratteristiche e geni di virulenza tipici di L. monocytogenes in macelli
di suini (Moreno et al., 2012).

e Un caso di meningoencefalite fatale da L. innocua in un vitellone da carne (Rocha et al., 2013).

Questi casi evidenziano come il genere Listeria sia in continua evoluzione e come L. innocua,

strettamente imparentata con L. monocytogenes, possa aver acquisito geni di virulenza o per via
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orizzontale (Johnson et al.,, 2004) oppure perché deriva da un antenato ancestrale comune a L.

monocytogenes (Volokhov et al., 2007).

2.2.3 FATTORI DI VIRULENZA

Listeria monocytogenes possiede molti meccanismi che consentono di invadere, colonizzare e
diffondersi da cellula a cellula. Questi processi sono stati studiati nel corso degli anni da vari ricercatori
e nuove pubblicazioni continuano ad ampliare il repertorio di strategie che questo batterio usa per

manifestare la sua patogenicita (Cossart and Toledo-Arana, 2008; Buchanan et al., 2017).

Il primo ostacolo per Listeria monocytogenes € I'acidita gastrica. | microrganismi possono dotarsi di
diversi meccanismi per sfuggire a condizioni di basso pH tra cui pompe protoniche, alterazioni nella
parete cellulare oppure aumento dell’espressione di regolatori come il sistema GAD (glutammate
decarboxylase). Grazie alla decarbossilazione del glutammato, in presenza di un’alta acidita, il
microrganismo & in grado di convertire extracellularmente una molecola di glutammato a una di GABA
(gamma-amminobutirrato) grazie all’espulsione di un protone intracellulare, potendo cosi sfruttare

I'effetto tampone dato dal GABA e la riduzione dell’acidita interna al batterio (Hill et al., 2002).

In secondo luogo, dopo aver oltrepassato lo stomaco ed essere giunto in prossimita dell’intestino
tenue, Listeria monocytogenes ¢ in grado di sopravvivere ai sali biliari grazie al sistema BSH (bile salt
hydrolase) che idrolizza il legame amidico dei sali biliari coniugati. Gli acidi biliari, infatti, oltre a
svolgere un’azione digestiva sono anche una barriera antimicrobica e riescono a modulare la flora
batterica. Dussurget e coll., (2002) hanno dimostrato come L. monocytogenes possieda questo enzima
a livello citosolico che idrolizza i sali biliari in condizione di microaerofilia come nell” intestino. Il lavoro
svolto evidenzia anche come il BSH possa essere considerato un fattore di virulenza data la sua
presenza solo in specie di Listeria patogene: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri. Tale
meccanismo permette a Listeria monocytogenes di colonizzare e di crescere nel fegato dopo

I'invasione dall’intestino.

| fattori chiave affinché L. monocytogenes riesca ad invadere |'organismo sono l|’adesione e

I'interazione con I'enterocita e la successiva replicazione intracitoplasmatica.

La penetrazione del batterio all’interno della cellula ospite e resa possibile grazie all’ azione di proteine
chiamate internaline di cui ne sono state scoperte 28. Tuttavia le piu studiate sono solo due: Int A e Int
B. La prima e coinvolta nell’uptake da parte dell’enterocita e agisce nelle prime fasi dell’infezione. I

recettore a cuisi lega (E-caderina) & coinvolto sia nella diffusione del batterio nell’enterocita sia a livello
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di placenta. Il recettore per I'internalina A & stato dimostrato essere specie-specifico: nell’'uomo al 16°
posto della catena peptidica del recettore c’e la prolina, al contrario nel topo c’e I'acido glutammico e
questa mutazione porta a una bassissima virulenza di L. monocytogenes in topi che sono stati
sperimentalmente infettati per via orale (Lecuit et al., 1999). Inoltre E-caderina & presente in alta

concentrazione nella barriera intestinale, nella barriera feto-placentale e nella barriera emato-

cerebrale.

L'internalina B € piu importante nelle fasi successive della malattia e interagisce con i recettori epatici

Met e gClg-R. Altre internaline recentemente studiate sono:

e Int C: diffusione tra cellule epiteliali tramite distruzione della membrana apicale (Rajabian et

al., 2009).

e IntJ: funzione adesiva, in cellule Int J knock-out si € dimostrata una virulenza attenuata (Sabet
et al., 2005, 2008).

e Int K: coinvolto nel sistema immunitario, agisce di concerto con MVP (major vault protein)
presente nel citoplasma delle cellule animali. In particolare questa interazione porta a evitare

I’autofagia, portando alla sopravvivenza del batterio (Dortet et al., 2012)
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Figura 3: Attivazione dei segnali a cascata tramite Int A. Fonte: Pizarro-cerda & Ku, (2012)

In seguito al contatto con il recettore della cellula intestinale, Listeria monocytogenes riesce ad entrare
grazie al meccanismo di endocitosi clatrina-dipendente. Questa proteina € presente a livello di
membrana plasmatica di svariati organelli cellulari ed & la responsabile del meccanismo dell’endocitosi.

E stato dimostrato da Veiga e coll., (2007) come la clatrina sia necessaria a Listeria monocytogenes per
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la sua endocitosi. La clatrina provoca la riorganizzazione dell’actina cellulare al sito di entrata di Listeria
monocytogenes formando un vacuolo. | meccanismi che portano all’invasione delle cellule epiteliali

sono molto complessi come si puo notare in figura 3.

Una volta penetrata dentro la cellula, Listeria monocytogenes utilizza un cluster di 6 geni localizzati nel
locus LIPI-1 (Listeria Pathogenicity Island 1): prfA, plcA, plcB, hly, mpl, actA. In particolare utilizza la
listeriolisina O (LLO) codificata da hly e due fosfolipasi codificate da plcA e plcB per destabilizzare il

vacuolo ed essere in grado di replicare nel citosol.

prfA & un attivatore trascrizionale e promuove I'espressione di molti geni preposti all'infezione. prfA
infatti si trova in uno stato di bassa attivita quando si trova fuori dalla cellula ospite, al contrario di

guando si trova al suo interno. mpl & fondamentale per la maturazione di un proenzima alla fosfolipasi
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Figura 4: Ciclo intracellulare di L. monocytogenes. Fonte: Pizarro-cerda & Ku, (2012).

Recentemente sono stati descritti altri fattori di virulenza:

e QOat A (o-acetiltransferasi): coinvolto nella modificazione di peptidoglicani batterici e
responsabile di una diminuzione della risposta immunitaria, aumentando la sopravvivenza di
L. monocytogenes nel topo (Aubry et al., 2011).

e Lip A (Listeria phosphatase A): coinvolto nella fosforilazione e compartecipe di molte funzioni
cellulari, batteri carenti del gene lipA hanno una minor sopravvivenza nel topo (Kastner et al.,
2011).

e Lnt A (Listeria nuclear target A): associato a BAHD1, un repressore nucleare di tipo 3 di
interferoni. Una sua mancanza comporta una produzione di interferone y supportando l'idea
che Lnt A sia coinvolto nel reindirizzare la risposta immunitaria. Infatti il ceppo di L.
monocytogenes mancante di Int A si ritrova in minor quantita nella milza di topo se confrontato

con il ceppo “selvaggio” (Lebreton et al., 2011).
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2.2.4 BIOFILM

La capacita di Listeria spp. di sopravvivere per lunghi periodi nell’ambiente esterno risiede in larga

parte nella sua abilita di formare biofilm.

Figura 5: Formazione di biofilm da Listeria in quattro fasi: adesione iniziale (1), adesione irreversibile (2),
maturazione (3 e 4) e dispersione (5). Fonte: Monroe, (2007)

Il biofilm & una massa di microrganismi fortemente adesi alle superfici sia organiche che inorganiche,
circondata da una matrice extracellulare formata prevalentemente da mucopolisaccaridi, con un

fenotipo diverso rispetto quello delle cellule planctoniche (Kocot e Olszewska, 2017).

La formazione del biofilm e divisa in quattro fasi. La prima fase & detta “adesione iniziale” ed &
caratterizzata dall’interazione tra il batterio e la superficie grazie a forze fisiche come la forza
gravitazionale, la forza elettrostatica e forze di Van der Waals. In questo primo stadio sono di grande
importanza le fimbrie e i flagelli che hanno funzione adesiva. Lo stadio successivo, quello di “adesione
irreversibile”, & caratterizzato da una minore distanza tra batterio e batterio e da una maggiore forza
di interazione grazie all’ esposizione di ligandi sulla superficie batterica e alla secrezione di sostanze
polimeriche extracellulari attorno alle cellule del biofilm. Il terzo stadio detto “maturazione” coinvolge
la formazione di micro colonie, 'aumento del volume del biofilm e la sua architettura caratteristica.
Nello stadio finale o “dispersione”, i batteri sfaldano dal biofilm come conseguenza di un’aumentata
densita tra gli strati batterici e quindi si ha il ritorno di batteri nell’ambiente esterno con la possibilita

di colonizzare altre superfici e produrre altri biofilm.

Un ruolo chiave nella formazione del biofilm risiede nella comunicazione da cellula a cellula. | batteri
coordinano le loro attivita tramite segnali chimici che si legano ai recettori propri della cellula e a quelli

delle cellule adiacenti. Il segnale &€ amplificato e trasmesso tramite sistemi regolatori causando
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I’espressione di geni target che modulano processi fisiologici e metabolici di sviluppo del biofilm. In
Listeria la comunicazione tra cellula e cellula (quorum sensing) € possibile grazie ad autoinduttori (Al),
ossia oligopeptidi originati dalla degradazione di precursori proteici piu grandi (Myszka and Czaczyk,

2010).

Listeria monocytogenes puo formare biofilm su una grande varieta di materiali: acciaio, vetro, gomma,
politetrafluorene, polivinilcloruro, alluminio, policarbonato, polipropene e poliuretano (Bonsaglia et

al., 2014).

La popolazione microbica pud essere mista o pura. Nel caso di popolazione mista si ha una maggiore
resistenza ad agenti sanitizzanti come nel caso di Listeria monocytogenes e Lactobacillus plantarum

(Van der Veen e Abee, 2011).

Il biofilm e problematico nell’industria alimentare per i danni economici diretti che puo causare e per
il rischio alla salute pubblica. Infatti batteri del biofilm possono persistere per mesi e anche per anni

(Ferreira et al., 2014).

| fattori determinanti nella produzione del biofilm sono espressi in tabella 4.

Fattore Ruolo nella formazione del biofilm
PrfA Fattore di virulenza e regolatore della biosintesi dei flagelli

Flagelli Adesione alla superficie, cellule non mobili non riescono a formare biofilm
LuxS Inibizione della formazione del biofilm tramite conversione nella molecola dell’autoinduttore Al2
agrA Adesione e regolazione delle fasi iniziali della formazione del biofilm
relA Regolazione in risposta alla carenza di elementi vitali
hpt Regolazione in risposta alla carenza di elementi vitali

SecA2 L'inattivazione promuove |'aggregazione batterica, I'architettura e la formazione del biofilm
BapL Proteina associata al biofilm necessaria per I'adesione cellulare

Tabella 4: Determinanti molecolari nella formazione del biofilm di Listeria monocytogenes. Fonte: Kocot e Olszewska, (2017)

Un altro fattore molto importante che influenza il biofilm & il sierotipo. In particolare si € dimostrato
che il sierotipo 1/2a e il sierotipo 1/2b formano un biofilm piu consistente rispetto al sierotipo 4b in
un terreno ricco di nutrienti. Al contrario in un terreno povero I’abilita a formare biofilm & simile per il
sierotipo 1/2a e 4b e diminuita nel sierotipo 1/2b (Kadam et al., 2013). Pan, Breidt e Kathariou (2009)
hanno dimostrato che il sierotipo 1/2a ha una maggior abilita nel produrre biofilm se confrontato con
il sierotipo 4b tuttavia la sopravvivenza di quest’ultimo € aumentata mentre cresce in un biofilm in cui

e presente anche il sierotipo 1/2a. Studi successivi pero hanno dimostrato che la formazione del biofilm
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non dipende dal sierotipo (Doijad et al., 2015) oppure che esiste solo una debole correlazione tra

formazione di biofilm e lineage genetico (Guilbaud et al., 2015).

La resistenza dei batteri del biofilm ad agenti sanitizzanti & ben documentata:

e E necessaria una concentrazione di ipoclorito di sodio 100 volte maggiore per una sostanziale
riduzione di L. monocytogenes nel biofilm rispetto alla forma planctonica (Norwood e Gilmour,
2000).

e L’associazione di L. monocytogenes e P. putida accelera la formazione del biofilm e aumenta
la resistenza a BAC (benzalconio cloruro) rispetto a biofilm di monocolture (lbusquiza et al.,
2011).

e Cinque ceppi di L. monocytogenes hanno sviluppato una riposta adattativa nei confronti del
perossido di idrogeno e sono diventati resistenti dopo ripetute esposizioni all’agente
perossidante (Pan et al., 2006).

e L’esposizione ad agenti a base di perossido di idrogeno aumenta la resistenza del biofilm ai

composti del’ammonio quaternario (Shi e Zhu, 2009).

L'abilita di Listeria spp. nel riuscire a sopportare le procedure di lavaggio e disinfezione risiede anche
nella sua capacita nel produrre il biofilm. Questo vantaggio evolutivo del batterio pone un serio rischio
per la salute pubblica negli impianti di produzione alimentare poiché si ha la virtuale impossibilita di
eliminare definitivamente il problema. Oltre alla difficolta meccanica nel rimuovere il biofilm anche
microscopici difetti nel materiale con cui sono costruite le superfici di lavoro rappresentano un
ostacolo fisico a una disinfezione completa. Tuttavia anche la resistenza acquisita ai piu comuni
detergenti € un punto a cui bisogna prestare oramai una maggior attenzione (Pan, Breidt and

Kathariou, 2006; Conficoni et al., 2016).

Le strategie che derivano devono essere quindi mirate al controllo del microrganismo agendo sia su
buone pratiche di pulizia e disinfezione sia, contestualmente, effettuando tamponi sulle superfici di
lavoro per successive analisi laboratoristiche che attestino la reale efficacia di tali procedure (ILSI e

Walls, 2005).
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Delle raccomandazioni efficaci per le procedure di pulizia sono le seguenti:

e La concentrazione del disinfettante deve essere pari o superiore a quella raccomandata e la
frequenza delle pulizie deve essere tale almeno da inibire la crescita di L. monocytogenes tra
due pulizie consecutive.

e L'uso di acqua deve essere limitato nelle zone in cui il prodotto alimentare e esposto, le
procedure di lavaggio e disinfezione devono essere seguite da una completa asciugatura delle
superfici.

e Le superfici di lavoro devono essere pulite prima di essere disinfettate per togliere i residui
organici e quindi per permettere di raggiungere la concentrazione efficace dell’agente
disinfettante.

e Gli operatori devono ricevere adeguate istruzioni riguardo le operazioni di pulizia e

disinfezione.
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2.3 La genesi della flora microbica nel suino

2.3.1 MACELLAZIONE DEL SUINO

Ispezione ante
mortem

Stalla di sosta

Stordimento

lugulazione-
dissanguamento

Scottatura

Depilazione

Flambatura

Rifinitura

Eviscerazione

Mezzenatura

Toelettatura

Ispezione post
mortem

Distacco testa

Stoccaggio in tunnel
di raffreddamento

Figura 6: Fasi di
macellazione del suino

La macellazione del suino & un processo altamente standardizzato,

industrializzato e coinvolge un alto numero di operatori specializzati.

| maiali regolarmente macellati possono fungere da veicolo per la
contaminazione delle carcasse da parte di Listeria spp. oppure subire la

contaminazione in macello, dagli strumenti di lavoro o dagli operatori.

Le varie fasi del processo di macellazione sono illustrate in figura 6.

Dopo il trasporto dall’allevamento di origine i maiali trascorrono del
tempo in stalla di sosta, all’arrivo del camion il veterinario ufficiale ASL
effettua una visita ispettiva ante mortem con il controllo della

documentazione e dello stato di salute degli animali.

Superata questa fase gli animali vengono avviati allo stordimento che pud
essere effettuato con varie metodiche: metodi meccanici (pistola a
proiettile captivo penetrante e arma a proiettile libero), metodi elettrici
(elettronarcosi ed elettrocuzione), metodi di esposizione a gas (biossido
di carbonio ad alte o basse concentrazioni). Lo scopo dello stordimento
consiste in una rapida perdita di coscienza e di sensibilita dell’animale,
perdita dei riflessi ma permanenza di respirazione e circolazione
sanguigna. Lo stordimento & uno stato transitorio la cui durata varia a

seconda del metodo utilizzato.

In seguito allo stordimento deve essere effettuata rapidamente Ila
iugulazione dell’animale in modo da portarlo a morte il piu velocemente
possibile evitando inutili sofferenze. Questa fase viene effettuata
recidendo la vena giugulare e l'arteria carotide e portando a morte
I’animale per collasso cardio- respiratorio in pochi secondi poiché il maiale
perde rapidamente una grande quantita di sangue circolante andando

incontro a shock ipovolemico.
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A questo punto il maiale subisce un processo di scottatura con acqua di lavaggio tramite immersione
in vasche con una temperatura dell’acqua di 60-65 °C per un periodo di 6-8 min. In questa fase la
carcassa viene pulita dall’azione meccanica dell’acqua e la flora microbica superficiale diminuisce a

causa dell’alta temperatura.

La depilazione della carcassa del suino viene effettuata tramite appositi macchinari che consistono di

rulli rotanti dotati di spatole abrasive che rimuovono le setole e lo strato epidermico della cotenna.

In seguito viene eseguita la flambatura che consiste nell’applicazione di fiamma a 800-900 °C per 10-
15 s sulla superficie della cotenna in modo da bruciare le setole piu piccole oppure quelle sfuggite al
passaggio precedente. La carcassa dopo questo passaggio viene ulteriormente pulita in modo da

togliere i residui di setola bruciati nel passaggio precedente.

Successivamente il maiale viene eviscerato prestando la massima attenzione a non forare l'intestino e
lo stomaco per non disseminare il contenuto fecale sulla carcassa. L’eviscerazione viene effettuata
tramite incisione ischio-pubica quindi dalla zona di attacco delle cosce si arriva alla parte alta dello
sterno. Vengono tolti I'intestino, lo stomaco, la vescica, I'utero se femmina, il pene e il canale uretrale
se maschio. Queste parti sono destinate al reparto budelleria e in seguito destinate allo smaltimento
in categoria 2. In questo momento viene effettuata anche |'asportazione della corata costituita da
fegato, milza, polmoni, cuore esofago e lingua. Queste parti possono essere destinate al consumo

umano oppure essere trasferite in categoria 3.

La fase che segue prevede la divisione della carcassa in due mezzene seguendo I'asse longitudinale
della colonna vertebrale dal bacino allo sterno. La divisione in mezzene viene eseguita con una sega

che si pulisce automaticamente tra una carcassa e I'altra.

Viene quindi svolta una toelettatura che consente di rimuovere i pezzi di carne e ossa derivanti dalla

mezzenatura.

A questo punto il Veterinario Ufficiale ASL effettua l'ispezione post mortem della carcassa e della corata

e decide se possano essere destinati al consumo umano oppure no.

L'ultima fase di macellazione consiste nel distacco della testa dalla carcassa effettuando un taglio
appena caudale le orecchie in modo da disarticolare I'articolazione atlanto-occipitale. In questo modo
la carcassa puo passare in tunnel di raffreddamento oppure essere stoccata in cella frigorifera per le

successive lavorazioni nel laboratorio di sezionamento.
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2.3.2 PUNTI CRITICI DURANTE LA MACELLAZIONE

Numerosi pericoli possono presentarsi durante la macellazione dei maiali ed essenzialmente essi sono
composti da pericoli biologici ovvero da microrganismi patogeni. Il flusso di macellazione € lineare e
ben standardizzato, inoltre ogni punto & conosciuto e analizzato nel piano di Hazard Analysis Critical
Control Point (HACCP) aziendale. In altre parole, tutto quello che viene svolto durante I'ambiente di

lavoro e regolarizzato dal piano di autocontrollo quindi per ogni pericolo esiste un’azione preventiva

oppure un piano di gestione nel caso in cui tale hazard riesca ad oltrepassare il controllo.

Fasi macellazione

Aspetti igienici

Azioni correttive

Stalla di sosta

Contaminazione tra animali

Lavaggio e disinfezione

lugulazione

Contaminazione dai coltelli

Lavaggio e disinfezione

Scottatura

Riduzione della carica batterica

Tempo e temperatura

Depilazione

Contaminazione dalla macchina

Lavaggio e disinfezione

Flambatura

Riduzione della carica batterica

Tempo e temperatura

Rifinitura

Contaminazione dalla macchina

Lavaggio e disinfezione

Eviscerazione

Contaminazione da: intestino,
lingua, faringe, tonsille, coltelli

Chiusura del retto, operatore
formato, lavaggio dei coltelli

Mezzenatura

Contaminazione dalla macchina di
taglio

Velocita di macellazione
diminuita, alta temperatura
dell’acqua

Ispezione post mortem

Contaminazione dall’ispezione

Lavaggio dei coltelli

Distacco della testa

Contaminazione dalla testa

Operatore formato, lavaggio dei

coltelli
Tabella 5: Aspetti igienici e azioni correttive rispetto ai pericoli batterici durante la macellazione del suino. Fonte: Borch,
Nesbakken e Christensen, (1996).

Risulta evidente che la contaminazione batterica pud avvenire in ogni punto della catena di
macellazione se non vengono eseguite azioni preventive. | batteri possono derivare dagli animali,
dall’ambiente di lavorazione, dagli strumenti usati e dagli operatori. Nel caso specifico di Listeria spp.

e chiaro che il controllo della contaminazione risulta molto difficile perché:

e Resiste alle alte temperature, si elimina solo con un’effettiva pastorizzazione;
e E ubiquitaria pertanto la contaminazione pud avvenire in qualsiasi punto;
e Resiste alle basse temperature pertanto replica in tunnel di raffreddamento;
e Puo derivare dal contenuto intestinale oppure dalla cavita orale dei suini;

e Resiste alle procedure di pulizia e disinfezione.

33



2.3.3 FLORA MICROBICA SUPERFICIALE DEL SUINO

Il microbiota cutaneo del suino & poco studiato pero oggetto di ricerche recenti poiché considerato un
modello per il microbiota cutaneo umano. Hoffmann, (2017) ha dimostrato che la popolazione
microbica fisiologicamente residente sulla cute del padiglione auricolare del suino & composta
prevalentemente dal phylum Firmicutes di cui i generi Streptococchi e Lattobacilli sono quelli piu
rappresentati, nelle cavita nasali il phylum Proteobacteria con il genere piu rappresentato da Moraxella

e che i suinetti hanno una flora microbica piu diversificata rispetto ad animali adulti
AL2

Al

Mclintyre e coll., (2016) hanno effettuato 4 tamponi sulla cute di

suini come espresso in figura 7. La famiglia di batteri piu

frequentemente coinvolta & Lactobacillaceae, Clostridiaceae,
Figura 7
Lachnospiraceae e Ruminococcaceae.

Molti batteri patogeni sono presenti sulla cute del suino. Lindblad e coll., (2007) hanno eseguito dei
tamponi su quatto punti della carcassa: coscia, schiena, pancia e collo per una superficie totale di 400

cm?. Si sono in seguito identificati i seguenti microrganismi come mostrato in figura 8.
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Figura 8: Prevalenza di microorganismi sulle carcasse di suini. Fonte: Lindblad et al., (2007)

Uno studio di questo tipo evidenzia la diversita e la prevalenza di microrganismi patogeni sulla cute dei
suini ma non si concentra invece su quali parti anatomiche (coscia, schiena, pancia e collo) siano piu

contaminate.
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Nella ricerca svolta da O’Brien e coll., (2007) si confrontano due metodi di campionamento: il primo &
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Figura 9: Media della conta log di UFC per cm? di CMT ed
Enterobacteriaceae con (1) tamponi su quattro zone e (2)
tampone su tutta la carcassa. Fonte: O’Brien et al., (2007)
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Figura 10: Media della conta log di UFC per cm? di CMT ed
Enterobacteriaceae dalla coscia, schiena, pancia e collo delle
carcasse di suino. Fonte: : O’Brien et al., (2007).

basato su quattro punti anatomici della carcassa
ovvero coscia, schiena, pancia e collo; il secondo
invece si basa su un unico tampone su tutta la
carcassa. Il primo metodo raccomandato dalla
direttiva della commissione europea 471 del 2001
prende come batteri di riferimento per I'igiene alla
macellazione la CMT (carica microbica totale) e le
Enterobacteriaceae. Dai risultati (vedi figura 9) e
emerso come la prevalenza di questi microrganismi
sia diversa dal primo metodo al secondo poiché il
tampone eseguito su tutta la carcassa tende a
prelevare meno batteri tendendo ad ottenere una
media di batteri isolabili dai siti con alta e bassa
contaminazione. | quattro siti campionati, invece,
rappresentano zone maggiormente sporche, quindi
confrontando i metodi si ha una maggior

prevalenza di batteri con il primo metodo rispetto

al secondo.

Questo studio evidenzia anche wuna diversa

localizzazione spaziale delle Enterobacteriaceae

(figura 10) con le zone piu contaminate

rappresentate dalla pancia e dal collo dei suini.

Per quanto riguarda Listeria monocytogenes numerosi studi sono stati eseguiti al macello con il rilievo

tramite tamponi dalla superficie esterna della carcassa perd nessuno ha evidenziato una diversa

localizzazione spaziale tra le varie parti anatomiche e solo pochi studi si concentrano sulla

contaminazione di Listeria spp. |l grosso problema risiede nel fatto che questi studi sono stati svolti
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Meloni et al., (2013) I 33%
Autio et al., (2000) IS 12%
lidaeta., (1998) IS 7,40%
van der Elzen e Snijers (1993) N 6,70%
Kanuganti et al., (2002) I 4,10%
Linblad et al., (2007) Wl 2,40%
Adesiyun e Krishan (1995) W 1,90%
Saide-Albornoz et al. (1995) W 1,50%
Hellstrom et al. (2010) W 0,60%

Figura 11: Prevalenza di L. monocytogenes sulle carcasse di suino

senza una reale standardizzazione quindi in taluni viene campionata una superficie di 40 cm?, in altri
una superficie di 100 cm? e anche le metodiche di laboratorio seguono procedure e materiali diversi
da studio a studio. Tuttavia si sono svolte molte ricerche con un numero anche consistente di campioni.
Si faccia riferimento alla figura 11. Come si puo notare dal grafico, si ha una notevole differenza per la
positivita percentuale di L. monocytogenes sulle carcasse che nel caso dello studio svolto da Meloni e

coll., (2013), ha toccato la prevalenza del 33%.

Molti autori si interrogano sull’origine di questa contaminazione della carcassa da parte di L
monocytogenes. Taluni suggeriscono che la genesi di questa flora microbica derivi dal contenuto
intestinale dei suini e che ci possa essere una contaminazione sia in allevamento sia al momento della
macellazione. Altri autori propendono per I'ipotesi di una contaminazione batterica in macello con gli
strumenti utilizzati visto che i batteri rinvenuti sulla carcassa sono geneticamente diversi da quelli
presenti nelle feci. Le opinioni sono contrastanti e i risultati ottenuti molto spesso contraddicono
quanto era stato affermato nello studio precedente. Tuttavia gli autori sono concordi nell’affermare
che il rinvenimento di qualsiasi specie di Listeria nel cibo € un segno di cattiva igiene dell'impianto

poiché Listeria spp. € ubiquitaria (McLauchlin, 1997).
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2.3.4 FLORA MICROBICA DELLE FECI DEL SUINO

La normale flora microbica intestinale del suino € composta dalla totalita dei microrganismi (batteri,
virus, protozoi) con un ruolo positivo sulla salute dell’animale. Il microbiota descrive la totalita di questi
microrganismi, mentre il microbioma descrive i loro elementi genetici e le interazioni con
I'ambiente.(Kim ed Isaacson, 2015) L'importante ruolo che possiede questa comunita microbica negli
animali non € ancora ben chiaro e probabilmente puo regolare funzioni extraintestinali che ancora non
si riescono ad individuare. Una delle funzioni piu importanti a livello intestinale di questi microrganismi
e certamente quella di degradazione dei macronutrienti non digeribili come i polisaccaridi (cellulosa
ed emicellulosa). Altre funzioni del microbiota intestinale sono il riciclo degli acidi biliari, la produzione
di vitamina K e la produzione di fosfatasi alcalina. Il microbioma intestinale & anche uno stimolo alla
maturazione del sistema immunitario a livello locale e funge da antagonista competitivo nei confronti

della colonizzazione e invasione di batteri patogeni.

59,6%
54,0% W pre svezzamento W post svezzamento
38,7%
35,8% °
4,2%
1,0% 0,7% 2,0% 0,2% 1,0%
___ — N
Firmicutes Bacteroidetes Proteobacteria Spirochete Tenericutes

Figura 12: Cambiamento del microbioma intestinale suino pre e post svezzamento. Fonte: Kim e Isaacson, (2015).

Questa comunita polimicrobica & dinamica perché i microrganismi presenti cambiano di numero e di
genere al passare del tempo fino a raggiungere una comunita stabile. Tale passaggio € influenzata da
numerosi fattori e il pit importante & I'assunzione di cibo solido durante lo svezzamento. Un altro
punto importante ¢ la diversita microbica nell’anatomia intestinale: nell’ileo il phylum predominante
e rappresentato da Firmicutes e a livello di cieco e colon sono molto presenti i phyla Firmicutes e

Bacteroidetes senza significative differenze tra i due siti anatomici (Kim e Isaacson, 2015).

Il suino tuttavia puo essere eliminatore nelle feci di alcuni batteri che provocano zoonosi come E. coli,
Yersinia spp., Campylobacter spp., Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. |l ruolo del suino come
eliminatore & ben documentato e rappresenta un rischio perché, non manifestando segni clinici, pud

essere macellato senza sospetti. D’altronde le feci rappresentano un rischio anche per gli ambienti
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agricoli perché vengono sparse sui campi per concimare e la dispersione di tali batteri rappresenta una

fonte di inquinamento sia per le colture agricole sia per le falde acquifere.

Van Renterghem et al., (1991) mEes————— 16,0%
Boscher et al., (2012) m————— 11,0%
Meloni et al., (2013) T 7,1%
Weber et al., (1995) m—— 5,9%
Buncic (1991) mmm 3,1%
Skovgaard e Ngrrung, (1989) mm 1,7%
Hellstrom et al., (2010) == 1,4%
lidaetal., (1998) m 0,8%
Bonardi et al., (2003) = 0,7%
Kanuganti et al., (2002) = 0,0%

Figura 13: Prevalenza di L. monocytogenes nelle feci di suini macellati.

Korsak et al., (2003) TS 47,3%
Bonardi et al., (2003) IS 36,7%
Duggan et al., (2010) EEEEESSS——— 30,6%

Hurd et al., (2005) IEEEES———— 23,8%
de Busser et al., (2011) m—m 13,3%

Hurd et al., (2002) mmmm 9,1%
Steinbach et al., (2002) m 3,7%
Kasbohrer et al., (2000) mm 3,7%

Figura 14: Prevalenza di Salmonella spp. nelle feci di suini macellati.

Pearce et al., (2003) NN 100%
Nesbakken et al., (2003) NN 100%
stern (1981) [N 36,30%

Fosse et al., (2009) I 76,650%

Nielsen et al., (1997) I 46%

Figura 15: Prevalenza di Campylobacter spp. nelle feci di suini

macellati.
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Da questi dati si pud notare come sia ben
documentata la presenza di batteri patogeni
nelle feci di suini sani arrivati al macello. La
prevalenza varia a seconda  del
microrganismo coinvolto: Campylobacter
spp. € il batterio piu presente e molte volte
viene identificato nella totalita dei campioni
esaminati. Salmonella spp. € anch’essa
presente anche se con minori prevalenze e
Listeria monocytogenes ¢ il patogeno meno

presente.

Anche se Listeria monocytogenes & poco
presente nelle feci, & ampiamente
disseminato nell’ambiente di lavoro e riesce
in taluni casi a raggiungere cariche elevate
nel prodotto finale. Fenlon e Donachie,
(1996) ritengono che la contaminazione del
prodotto finale possa avvenire in vari
momenti e che non sia necessariamente
correlata con la presenza di Listeria
monocytogenes a livello fecale. Kanuganti e
coll., (2002) hanno identificato infatti
Listeria monocytogenes meno
frequentemente nei tessuti freschi e nel
piccolo intestino rispetto alla carne lavorata
di suino. Tale riscontro suggerisce come
siano importanti i processi produttivi nella

contaminazione delle carni.



2.3.5 PREVALENZA DI LISTERIA MONOCYTOGENES NELLE CARNI DI MAIALE

La carne rappresenta una matrice di crescita ideale per molti microrganismi sia patogeni che alteranti.

In particolare la carne suina puo trasmettere zoonosi batteriche sostenute da Salmonella spp., E. coli
verocitotossici, Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Yersinia spp. e zoonosi parassitarie come

Toxoplasma gondii e Trichinella spp..

La crescita dei batteri viene favorita in una matrice che abbia un pH vicino alla neutralita, un’attivita
dell’acqua libera elevata, una temperatura tra i 25-40 °C e una quantita di micro e macro-elementi utili
per la moltiplicazione cellulare. La carne cruda soddisfa tutte queste condizioni ed & chiaro come il suo

ruolo nella salute pubblica sia di primaria importanza.

Nel caso specifico di Listeria dalla figura 16 si puo notare come la prevalenza nella carne sia molto

elevata. Il fatto non deve

Wong et al., (1990) I 58,8% L,
sorprendere poiché da
Kanuganti et al., (2002) T 44,7%

Thevenot et al., (2005) IEEEEE—— 33 9% una parte la carne si puo
Chasseignaux et al.,... IEEEEGEGEGG——_ 33,3% contaminare dal

. I
Duffy et al., (2001) 32,5% contenuto fecale ma
Saide-Albonorz et al.,... INEEEGGGGG———— 26,7%

dall’altra si contamina
Sheridan et al., (1994) I 15,0%

Mataragas et al., (2008) N 12,3% anche durante le
Ibrahim e Mac Rae, ... EEEEE 10,0% operazioni di macellazione
Wilson (1995) W 4,4% e di sezionamento. In

Figura 16: Prevalenza di L. monocytogenes nella carne cruda di suino. .
particolare la

contaminazione iniziale delle carni puo avvenire durante I'estrazione della corata poiché lingua e
tonsille risultano essere contaminate rispettivamente nel 14% e il 12% dei casi (Autio et al., 2000).
Tuttavia a seconda del tipo di campionamento, la prevalenza di L. monocytogenes nelle tonsille varia

dal 0% al 61% (Fenlon e Donachie, 1996).

Nelle successive lavorazioni Listeria spp. pud moltiplicare e sopravvivere sulla carne perché le
temperature che si raggiungono con la refrigerazione non ostacolano la crescita di questo
microrganismo a differenza di molti altri patogeni. Nel laboratorio di sezionamento aumenta ancora la
superficie disponibile per i batteri e cio rappresenta un rischio maggiore di disseminazione di Listeria

spp. nelle carni lav
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Capitolo 3

Parte Sperimentale

3.1 Materiali

3.1.1 RACCOLTA DEI CAMPIONI

Nel corso di questa ricerca sono stati analizzati in totale 450 campioni ricavati da 150 suini per laricerca
di Listeria spp. sulla carcassa. Per ogni carcassa sono stati effettuati tre tamponi: uno sulla superficie
esterna della coscia, uno sulla superficie esterna del lombo-spalla e uno sulla superficie esterna della
testa. L’ ipotesi presunta era infatti che sulla testa ci fosse un accumulo di microrganismi maggiore
rispetto ad altre zone, considerando le modalita di macellazione, la iugulazione, la posizione della testa

e la presenza del cavo orale.

| tamponi sono stati effettuati in un macello della provincia di Padova in un arco temporale compreso
tra il 21 Marzo e il 20 Giugno 2017 al fine ridurre I'effetto stagionale sui risultati. | suini campionati
sono stati raggruppati a cluster di 9-10 a seconda del lotto di provenienza per un totale di 15 lotti. Per
ogni giornata in macello si sono campionati 10 animali per lotto per un totale di 3 lotti a giornata.
Durante il primo giorno tuttavia sono stati effettuati tamponi su 9 animali nel lotto A e su 11 animali
nel lotto B perché i maiali macellati del lotto A non erano pil disponibili in catena di macellazione. Non
si sono effettuati ulteriori campioni perché raggiunto il numero di 150 maiali si & raggiunta una

significativita statistica.
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| tamponi sono stati effettuati tramite sponge-bag, ossia tramite spugnette sterili imbevute di 10 ml
di soluzione fisiologica sterile e chiuse ermeticamente da un sacchetto
NscoWHIRL-PAK.  NacoWHIRL-PAK.  dj nylon (vedi figura 17). Per la numerazione dei campioni si & scelto di
indicare un numero e una lettera: il numero rappresenta I'animale e la
lettera rappresenta la parte anatomica campionata (T= testa, S= spalla,
C= coscia). La superficie da campionare era di 400 cm? per la coscia e il

lombo-spalla cadauna e indicativamente tutta la superficie della testa

(splancnocranio) comprensiva della superficie interna del padiglione
auricolare (vedi figura 18 e 19). | campioni sono stati effettuati nella

. maniera sterile, evitando cross-contaminazioni.
Figura 17

| campioni sono stati prelevati durante la macellazione tra la fase di applicazione del FOM (Fat-O-
Meater), ossia dopo la fase in cui viene misurata la percentuale di grasso alla coscia, e quella del

distacco della testa dalla mezzena.

Figura 18: Prelievo sulla superficie della carcassa suina.
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Figura 19: Prelievo dei campioni tramite tamponi sulla superficie di coscia (1), lombo-spalla (2,3) e testa (4).

Dopo il prelievo i campioni sono stati riposti in una borsa termica dotata di dispositivi refrigeranti e

sono state recuperate le informazioni relative al lotto:

1. La provenienza dei maiali;
Il tipo di pavimentazione dell’allevamento;
Il sesso degli animali allevati;
La tipologia di allevamento (intensivo o biologico);

Il ciclo di allevamento (aperto o chiuso);

2

3

4

5

6. L'alimentazione (umido o secco);
7. Larazza allevata;

8. Il tempo medio trascorso in stalla di sosta;
9

La distanza dal macello.

Di queste informazioni tuttavia, solo alcune sono state prese in considerazione poiché ritenute
significative. Le altre informazioni richieste come il tipo di alimentazione e il sesso allevato non
influiscono sull’indagine poiché tutti i lotti sono risultati omogenei per quanto riguarda I'informazione

su pavimentazione, sesso, tipologia di allevamento, razza e alimentazione.

| campioni sono stati trasportati in laboratorio di Ispezione degli Alimenti del dipartimento MAPS
(Medicina Animale, Produzioni e Salute) presso la Scuola di Agraria e Medicina Veterinaria di Legnaro

(PD) e registrati secondo i seguenti criteri:

e Numero di laboratorio;
e Data;
e |dentificativo del campione;

e Lotto di provenienza.

Segue un esempio riguardante i primi due lotti.
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Id laboratorio Data Id campione  Provenienza  Lotto | Id laboratorio Data Id campione  Provenienza  lotto
408 21/03/2017 1T Istrana (TV) A :zz ;z gz ggg 12; :°”Cf"° EEE; z
oncino

409 21/03/2017 15 Istrana (TV) A 437 21/03/2017 10C Soncino (CR) B
410 21/03/2017 1C Istrana (TV) A 438 21/03/2017 1T Soncino (CR) B
411 21/03/2017 2T Istrana (TV) A 439 21/03/2017 11S Soncino (CR) B
412 21/03/2017 25§ Istrana (TV) A 440 21/03/2017 11C Soncino (CR) B
413 21/03/2017 2C Istrana (TV) A 44l 21/03/2017 127 Soncino(CR) B
" 21/03/2017 T strana (TV) A 442 21/03/2017 125 Soncino (CR) B

443 21/03/2017 12C Soncino (CR) B
415 21/03/2017 3S Istrana (TV) A 444 21/03/2017 13T Soncino (CR) B
416 21/03/2017 3C Istrana (TV) A 445 21/03/2017 13S Soncino (CR) B
417 21/03/2017 4T Istrana (TV) A 446 21;03;2017 13C Soncino ECR; B

447 21/03/2017 14T Soncino (CR B
418 21/03/2017 4S Istrana (TV) A 7S 21/03/2017 S Soncino (CR) z
419 21/03/2017 4c Istrana (TV) A 449 21/03/2017 14¢ Soncino (CR) B
420 21/03/2017 5T Istrana (TV) A 450 21/03/2017 15T Soncino (CR) B
021 21/03/2017 55 Istrana (TV) A 451 21/03/2017 155 Soncino (CR) B
422 21/03/2017 5C Istrana (TV) A ji; i; gz igg 12 ‘; :°“°f“° EEE; E

oncino

423 21/03/2017 6T Istrana (TV) A 454 21/03/2017 165 Soncino (CR) B
424 21/03/2017 6S Istrana (TV) A 455 21/03/2017 16C Soncino (CR) B
425 21/03/2017 6C Istrana (TV) A 456 21/03/2017 17T Soncino (CR) B
426 21/03/2017 7T Istrana (TV) A 457 21/03/2017 17S Soncino (CR) B
7 21/03/2017 7S istrana (TV) A 458 21/03/2017 17¢C Soncino (CR) B

459 21/03/2017 18T Soncino (CR) B
428 21/03/2017 7C Istrana (TV) A 460 21/03/2017 185 Soncino (CR) B
429 21/03/2017 8T Istrana (TV) A 461 21/03/2017 18C Soncino (CR) B
430 21/03/2017 8S Istrana (TV) A 462 21/03/2017 19T Soncino (CR) B
431 21/03/2017 8C |strana (TV) A 463 21;03;2017 19S Soncino (CR) B

464 21/03/2017 19C Soncino (CR) B
432 21/03/2017 cAl Istrana (TV) A 465 21/03/2017 20T Soncino (CR) B
433 21/03/2017 9s Istrana (TV) A 466 21/03/2017 205 Soncino (CR) B
434 21/03/2017 9C Istrana (TV) A 467 21/03/2017 20C Soncino (CR) B
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3.1.2 TERRENI DI COLTURA

| terreni utilizzati per la ricerca qualitativa di Listeria spp. dai tamponi sono i seguenti: HFB (Half Fraser

Broth); ALOA (Agar Listeria Ottaviani Augusti); PCA (Plate Count Agar).

1. HFB & un brodo di pre-arricchimento selettivo utilizzato durante il primo giorno di
campionamento per fare raggiungere a Listeria spp. una numerosita tale nel campione da
poter essere identificata. Per preparare HFB si e utilizzato un volume di 500 ml di acqua
distillata in cui viene aggiunto 27,5 g di terreno in polvere Listeria Half Fraser Broth. Si mescola
e si porta ad ebollizione fino a quando la polvere del terreno si scioglie completamente e si

sterilizza in autoclave a 121 °C per 15 minuti. Passato questo tempo si raffredda a temperatura

e . ’ I inferiore a 50 °C. Contemporaneamente si aggiunge 1
= e 'rm% ml di acqua distillata sterile al flacone di Selective
'—:i ' m 1 Supplement e al flacone di Ammonium Iron IlI Citrate.

" i
D0 205 Soc Lo | . N . . . .
' (% | flaconi cosi ottenuti si aggiungono al mezzo litro di

[ omtemte, oty P o wats ra AT

/\“i Half Fraser Broth mescolando attentamente. Si lascia

raffreddare e si conserva in frigorifero a una

Figura 20: Annerimento del HFB in testa e temperatura di 2-8°C per una settimana. Il brodo
spalla dello stesso maiale, scarso annerimento

in coscia ottenuto ha un colore giallo paglierino e in presenza

di Listeria spp. diventa di colore nero perché il genere Listeria idrolizza I’esculina in escutelina.
L’escutelina reagisce con gli ioni ferrici portando ad annerimento del campione. HFB & una
modificazione di Fraser Broth poiché contiene una concentrazione dimezzata di acido

nalidixico e acriflavina e cio aiuta nel rivitalizzare i batteri stressati.

2. ALOA (Agar Listeria Ottaviani Augusti) € un terreno selettivo, cromogeno e differenziale per la
determinazione ed il conteggio di Listeria monocytogenes negli alimenti ed in altri campioni.
Per preparare questo terreno si sospendono 35,3 g in 500 ml di acqua distillata e si porta ad
ebollizione fino a completo scioglimento. Si sterilizza in autoclave a 121 °C per 15 minuti e si
raffredda a 50 °C aggiungendo a questo punto il contenuto di una fiala di ALOA da 20 ml di
Enrichment Supplement, contenente 1 g di L-a-fosfatidilinositolo, preriscaldato a 48-50°C ed il
contenuto di una fiala di ALOA Selective Supplement (composto da acido nalidissico 10 mg,
ceftazimide 10 mg, cicloeximide 50 mg, polimixina B 38350 Ul) ricostituito con 5 ml di una
miscela alcool etilico/acqua distillata sterile (1:1) mescolando attentamente. Si procede quindi
con la distribuzione dell’agar ancora liquido dentro piastre Petri sterili sotto cappa per

garantire la sterilita e si conserva a una temperatura di 2-8 °C per un tempo massimo di una

45



settimana. In piastra il terreno ALOA appare di colore giallo chiaro opalescente. L'azione
selettiva & dovuta alla presenza nel terreno di base
‘" Listeria del litio cloruro ed all’aggiunta della miscela

oy, /L \"’0"0()"09‘"“ antimicrobica del  supplemento  selettivo
. ¢ . » . 1

\ o & contenente ceftazidime, polimixina B, acido
\ & »
,' - B\ 7'L. —Listeria spp. nalidixico e cicloeximide. L’azione differenziale &
» - (5 .
. . g
LI S = dovuta alla presenza nel terreno del composto
‘ . cromogeno X-glucoside quale substrato per
Figura 21: Differenze tra colonie di Listeria spp. e
L. monocytogenes in ALOA. I’evidenziazione dell’enzima B-glucosidasi,

comune a tutte le specie di Listeria. L'azione
differenziale specifica & ottenuta con un substrato specifico per la fosfolipasi C (PIPLC), propria
della sola specie L. monocytogenes e di alcuni ceppi di L. ivanovii. Con I'azione combinata dei
due substrati & possibile differenziare le seguenti colonie:
e L. monocytogenes: colonie verde-blu circondate da un alone opaco.

e Listeria spp. non monocytogenes: colonie verde-blu senza alone opaco.

PCA (Plate Count Agar) ossia Tryptic Glucose Yeast Agar & utilizzato come terreno di
mantenimento e per la conta totale dei batteri aerobi ed anaerobi facoltativi eterotrofi. Per
preparare questo terreno si sospendono 23,5 g di polvere in 1 L di acqua distillata fredda. Si
porta ad ebollizione sotto agitazione fino a completo scioglimento dell’agar e si sterilizza in
autoclave a 121 °C per 15 minuti. Passato questo tempo si raffredda a una temperatura di 50
°C e si trasferiscono 4,5 ml di PCA in provette sterili sotto cappa. Le provette devono essere
inclinate in modo da far assumere all’agar la caratteristica forma a “becco di clarino”. Lo si

lascia a raffreddare e si conserva in frigorifero a una temperatura di 2-8°C per una settimana.
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3.2 Metodi

3.2.1 ANALISI MICROBIOLOGICHE

In laboratorio si € seguita la metodica colturale tradizionale qualitativa, lo scopo delle analisi & stato
infatti dimostrare la presenza o meno di Listeria spp. su tre punti superficiali della carcassa. | campioni
sono stati reidratati, seminati ed identificati tramite terreni di coltura specifici per Listeria.
All'individuazione macroscopica su ALOA é seguita la conferma biochimica tramite metodo Biolog in

un laboratorio esterno.

1. La prima fase (arricchimento selettivo) prevede I'aggiunta di 90 ml di HFB in ogni spongebag
debitamente numerata. Questa operazione & stata svolta in sterilita lavorando in cappa
biologica. Una volta completata questa fase, le spongebag contenenti HFB sono state incubate
ad una temperatura di 31 °C per 24 h.

2. La seconda fase consiste nel controllo macroscopico delle spongebag imbevute di HFB. Esse,
infatti, virano da giallo a nero in presenza di Listeria spp. Nell’operazione successiva si semina
a quadranti il contenuto di ciascun sacchetto con anse sterili sulle piastre ALOA debitamente
numerate e si incubano le piastre a 37 °C per 48 h.

3. A 24 h dall'incubazione si controlla la crescita nelle piastre di ALOA, nel caso di mancanza di
crescita sire incuba per altre 24 h. Le colonie tipiche di Listeria spp., verdi-azzurre senza alone,
e di L. monocytogenes (verdi-azzurre con alone) vengono prelevate con ansa sterile e trasferite
su una provetta contenente PCA effettuando una prima semina sulla superficie esterna del
terreno e una seconda semina per infissione. Le provette sono incubate a 37 °C per 24 h.

4. Le provette vengono quindi chiuse con il parafilm in modo da garantire una adeguata umidita
del campione e refrigerate per poter essere spedite al laboratorio esterno che dara la

conferma alla positivita e la caratterizzazione di specie tramite metodica Biolog.
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Figura 22: Fasi delle analisi in laboratorio: aggiunta di HFB alle spongebag (1), annerimento dei campioni e passaggio in
ALOA (2), crescita in ALOA dopo 24 h (3), passaggio di colonie pure su provette di PCA pronte al trasferimento per il
Biolog (4).

Figura 23: Diverse crescite su ALOA: negativo per Listeria spp., probabile Bacillus spp. (1); crescita mista e positivo per Listeria
spp. (2); probabile Listeria monocytogenes (3).
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3.2.2 BIOLOG MICROBIAL ID SYSTEM

ID = Stenotrophomonas maltophilia

\N
0, 0 © 000 00 | _——iipH
Sugars - (C 5 C-C-C o O - ‘. NaCL
0 O @ @-0-0-0 @ . Lactic acid
Hexose-PO,’s A Wa @ . ‘
Amino acids "4‘- ™ @ @ .l-.f. ®
Hexose acids ’ = ) e <O |@’. .‘ Reducing power
Carboxylic acids, ‘Yo ~0-0-0- -0- - ——— GN-GP
esters, and —————| . 1 . 0 ' L bt A i iz o
ftty acids oo ‘o0 e 00

71 Carbon Sources plus 23 Chemical Sensitivity Assays

Figura 24: Biolog Gen Il Plate. Fonte: www.biolog.com

Il Biolog Microbial ID System & una tecnica fenotipica che permette di identificare molti microrganismi.
Si basa sulla reazione di ossidoriduzione rispetto a vari composti prodotta da un determinato genere
e specie di batteri. Nella tesi svolta e stato richiesta questa ulteriore analisi per confermare quanto &
emerso dall’analisi colturale. Infatti, recentemente, & stato dimostrato che sul terreno specifico per
Listeria ALOA crescono anche altri batteri (Bacillus spp., Staphylococcus spp., Enterococcus spp.,
Kocuria kristinae) con caratteristiche analoghe a Listeria spp. e Listeria monocytogenes i.e. I'alone di

precipitazione dovuto alla fosfolipasi C (Angelidis et al., 2015).

Il sistema Biolog € composto da piastre (Biolog Gen Il Plate) che racchiudono varie reazioni chimiche
che se positive assumono una colorazione violacea. Ogni piastra € composta da 94 pozzetti di cui 71
contengono sostanze con una fonte di carbonio (parte sinistra della piastra) e 23 pozzetti servono per

la valutazione della tolleranza del batterio alle sostanze chimiche (parte destra).
| 71 pozzetti con la fonte di carbonio contengono:

e Zuccheri;

e Esossi fosfati;
e Amminoacidi;
e Esossiacidi;

e Acidi carbossilici, esteri e acidi grassi.
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| test per la sensibilita chimica sono composti da:

e pH: tre pozzetti da sinistra a destra con pH 7, pH 6 e pH 5 rispettivamente;

e NaCl: tre pozzetti con concentrazione di NaCl di 1%, 4% e 8% da sinistra a destra
rispettivamente;

e Acido lattico;

e Potere riducente;

e Reazione di Gram.

‘.>:5"  . s

Isolate Prepare Inoculate Incubate and Read

Figura 25: Procedimento per I'analisi biolog. Fonte: www.biolog.com.
Il procedimento si svolge in quattro fasi:

1. Isolamento: con un’ansa sterile si effettua il prelievo di una colonia pura;
2. Preparazione: la colonia viene stemperata in acqua distillata sterile e verificata la corretta
densita

3. Inoculo: la soluzione contenente il microrganismo viene inoculata sulla piastra del biolog;

4. Incubazione e |lettura: la piastra viene messa ad incubare e successivamente il computer legge
il “codice” fenotipico derivante dalla metabolizzazione dei vari composti permettendo

I'identificazione di genere e specie.
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3.2.3 METODI STATISTICI DI ELABORAZIONE DEI DATI

Il programma utilizzato per il calcolo statistico € XLSTAT.

Il confronto tra k-proporzioni € un test che consente di confrontare varie popolazioni ed esprimere un

giudizio del tipo: le popolazioni sono uguali o sono diverse?

Nel caso della tesi le popolazioni vengono inferite da un numero rappresentativo di campioni o

proporzioni.

Le proporzioni in statistica vengono rappresentate con delle curve gaussiane che possono sovrapporsi
e quindi rappresentare la stessa popolazione, oppure essere divise e intersecarsi in una piccola area

rappresentata dal p-value e appartenere quindi a popolazioni diverse.

Il test valuta due ipotesi: ipotesi nulla H, e ipotesi alternativa Ha.

L'ipotesi nulla afferma che le proporzioni sono uguali, I'ipotesi alternativa invece presume che almeno
una delle proporzioni sia diversa. Se il p-value risultante dalla statistica dei campioni & inferiore al livello

di significativita a (0,05) c’é un’alta probabilita che I'ipotesi alternativa sia vera.

Il confronto tra popolazioni riguarda il grado di contaminazione dei campioni.

Le domande che la tesi ha cercato di chiarire sono le seguenti:

e latesta, la spalla e la coscia hanno un differente grado di contaminazione?

e | lotti campionati sono ugualmente contaminati?

e ('@ una diversa contaminazione nei maiali che passavano pil tempo in stalla di sosta?

e (C’é una diversa contaminazione tra maiali allevati con ciclo aperto rispetto al ciclo chiuso?

e (C’é una diversa contaminazione tra maiali trasportati per una distanza maggiore?

e Le zone campionate presentano la stessa contaminazione a vari tempi di attesa in stalla di

sosta e ai due tipi di ciclo?

Per quanto riguarda la distanza dal macello, si sono suddivisi i lotti in: minori o uguali a 20 km, tra 20-

100 km e superiori a 100 km.

Il tempo di attesa in stalla di sosta & stato categorizzato in: inferiore a un’ora (<1 h) tra due e le dieci

ore (2-10 h) e superiori a dieci ore (>10 h).

Il ciclo di allevamento per ovvi motivi e stato suddiviso in aperto e chiuso (open o close).
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3.3 Risultati

3.3.1 ANALISI QUALITATIVA DI LISTERIA SPP.

| dati sono riportati in Tabella 6. Dai dati tabellari sono stati elaborati dei grafici che possono essere

significativi dell’'andamento ottenuto da queste analisi.

Tabella 6
DISTANZA CicLo ATTESA POSITIVITA’ POSITIVITA’ POSITIVITA’ POSITIVITA’
ALLEVAMENTO STALLA TOTALE TESTA SPALLA COSCIA
SOSTA

A 20-100 Km Aperto <1lh 18,52% 44,44% 0,00% 11,11%
B >100 Km Aperto <1lh 12,12% 36,36% 0,00% 0,00%
C >100 Km Aperto 2-10h 10,00% 20,00% 0,00% 10,00%
D 20-100 Km Aperto 2-10h 30,00% 50,00% 20,00% 20,00%
E 20-100 Km Aperto <1lh 43,33% 90,00% 30,00% 10,00%
F 20-100 Km Aperto 2-10h 73,33% 100,00% 70,00% 50,00%
G >100 Km Aperto <1lh 43,33% 70,00% 40,00% 20,00%
H <20 Km Aperto 2-10h 33,33% 60,00% 30,00% 10,00%
1 <20 Km Chiuso <1lh 36,67% 60,00% 40,00% 10,00%
L >100 Km Aperto 2-10h 66,67% 100,00% 40,00% 60,00%
M 20-100 Km Aperto 2-10h 73,33% 100,00% 60,00% 60,00%
N <20 Km Aperto <1lh 56,67% 100,00% 30,00% 40,00%
(o} 196 km Chiuso >10h 63,33% 70,00% 60,00% 60,00%
P >100 Km Chiuso >10h 50,00% 60,00% 50,00% 40,00%
Q <20 Km Chiuso <1lh 50,00% 30,00% 40,00% 80,00%
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3.3.2 GRAFICI

N° Positivita totali di Testa, Percentuale di contaminazione
Coscia e Spalla sul totale dei campioni
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3.3.3 ANALISI BIOLOG MICROBIAL ID SYSTEM

Per le analisi Biolog sono stati scelti, per motivi di costi e di tempi analitici, 44 campioni rappresentanti

altrettanti carcasse. | risultati sono i seguenti:

Tabella 7: Percentuale di positivita a diverse specie di Listeria tramite analisi Biolog

L. innocua 70,5%

L. welshimeri 22,7%

L. ivanovii subsp. ivanovii 4,5%

L. monocytogenes 2,3%
70,5%

22,7%

0,
4,5% 2,3%
L. innocua L. welshimeri L. ivanovii subsp. L. monocytogenes
ivanovii
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3.3.4 RISULTATI ANALISI STATISTICHE

Tabella 8: Confronto di k proporzioni localizzazione

Zona tampone | Proporzione Gruppi
T 0,660 a
S 0,340 b
C 0,320 b

p-value< 0,0001

Tabella 9: Confronto di k proporzioni lotto

Lotto |Proporzione Gruppi

-n

0,733

0,733

0,667

0,633

0,567

0,500

0,500

0,433

0,433

0,367

0,333

f D I« I I« I I« D I« D I« D I o I« I <D I I« I I« D I oV )

0,300

o |O|TC|TC|TC|T|TC|T|T|T|T

0,185

0,121

olwirlo|lz|—-|lo|m|p|lv|z|0o|— |2

o (0|0 o o (o oo o |00

0,100

p-value< 0,0001

Tabella 10: Confronto di k proporzioni distanza dal macello

Distanza dal macello | Proporzione | Gruppi
20-100 km 0,483 a
<20 km 0,442 a
> 100 km 0,404 a

p-value=0,359
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Tabella 11: Confronto di k proporzioni tempo di attesa in stalla di sosta

Tempo di attesa in stalla di sosta | Proporzione Gruppi
>10 h 0,567 a
2-10h 0,478 a
<1h 0,371

p-value=0,011

Tabella 12: Confronto di k proporzioni tipo di ciclo e zona tampone.

Campione | Proporzione Gruppi
Open-T 0,700 a
Close-T 0,550 a b
Close-C 0,475 a b
Close-S 0,475 a b
Open-S 0,291 b
Open-C 0,264 b

p-value< 0,0001

Tabella 13: Confronto di k proporzioni stalla di sosta e zona tampone

Campione | Proporzione Gruppi
2-10h-T 0,717 a
>10 h-T 0,650 a b
<1h-T 0,614 a b
>10 h-S 0,550 a b c
>10 h-C 0,500 a b c
2-10h-S 0,367 b c
2-10h-C 0,350 b C
<1h-S 0,257 C
<1h-C 0,243 C

p-value < 0,0001
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3.4 Commenti ai risultati

Dalle prove qualitative svolte in laboratorio € emerso che quasi la meta dei campioni analizzati sono

contaminati (44%).

L'80% dei suini presentano una contaminazione sulla cute cioé 120 animali su 150. La distribuzione di
Listeria spp. sulla cute e la seguente: le teste risultano statisticamente pil contaminate (66%) rispetto
alle spalle (34%) e alle cosce (32%). Questi dati dimostrano come tale contaminazione, pil
frequentemente associata a Listeria innocua, sia molto elevata nei campioni in esame e quindi come
sia importante la corretta manipolazione delle carcasse in macello al fine di evitare contaminazioni
crociate. L'altro dato molto importante & la diversa localizzazione delle parti anatomiche investigate,
con una spiccata positivita per la testa (66%). Questa maggiore contaminazione si puo spiegare in

diversi modi:

Il suino utilizza il grugno per grufolare e per interagire con gli altri animali dell’allevamento e

in tal modo puo sporcarsi maggiormente;

e Lalinguaeletonsille sono delle zone in cui Listeria spp. moltiplica attivamente e in cui si ritrova
in prevalenze elevate;

e Durante la macellazione la carcassa viene appesa a testa in git quindi il sanguinamento e lo
sporco delle altre zone per gravita si accumulano in questa zona;

e Latesta e la parte della carcassa con la superficie piu irregolare percid e verosimile che nelle

normali operazioni di macellazione non si riesca a pulirla adeguatamente.

La maggioranza dei campioni & costituita da Listeria innocua (70,5%) seguita da Listeria welshimeri

(22,7%), Listeria ivanovii subsp. ivanovii (4,5%) e Listeria monocytogenes (2,3%).

| lotti campionati risultano omogeneamente contaminati e non si sono osservate differenze
significative durante il periodo di campionamento. | lotti maggiormente contaminati sono risultati il

lotto F e il lotto M, i meno contaminati invece il lotto B e il lotto C.

Il tempo in stalla di sosta & correlato con la contaminazione finale della carcassa; infatti tempi di attesa
superiori alle 10 ore rappresentano un aumento di rischio di contaminazione rispetto a tempi di attesa

inferiori a un’ora.

La distanza dell’allevamento dal macello e il tipo di ciclo (open o close) non influiscono sulla

contaminazione; una spiegazione al primo dei fattori sopracitati puo ricercarsi nel fatto che i maiali
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durante il trasporto abbiano poche opportunita di contatto e di movimento all'interno del camion per
il trasporto. Il tipo di ciclo non influisce forse perché i suini hanno delle densita standard non

influenzate dalla tipologia di flusso in azienda.

Confrontando statisticamente gli effetti della zona anatomica campionata (testa, spalla e coscia) con il
tempo medio di permanenza in stalla di sosta, &€ emerso che gli animali che passano pil tempo in stalla
di sosta sono pill contaminati pero I'effetto “testa” € pit importante perché animali che passano poco
tempo prima della macellazione hanno comunque le teste pil contaminate. Un risultato simile si e

ottenuto accoppiando il fattore ciclo di allevamento con zona campionata.

60



Capitolo 4

Considerazioni e conclusioni

Dai risultati ottenuti nel corso di queste prove volte a valutare la diversa contaminazione di Listeria
spp. in punti distinti delle carcasse & emerso che la maggioranza dei campioni sono contaminati e che
la distribuzione topografica & diversa a seconda della sede anatomica. La testa rappresenta la sede piu
contaminata seguita da spalla e coscia in modo simile. E altresi vero che la maggioranza dei campioni
positivi sono rappresentati da L. innocua, considerata non patogena, che rappresenta comungue un
indicatore della presenza di L. monocytogenes e pil in generale un indicatore dello stato igienico della

carcassa e delle operazioni di macellazione.
La prevenzione, alla luce dei risultati di questo lavoro, si deve attuare in macello.

La stalla di sosta rappresenta il primo momento in cui i maiali possono interagire maggiormente e piu
aumenta il tempo di attesa pitu aumentano le probabilita di contaminazione dei suini. Dall’altra parte,
pero i maiali devono acclimatarsi al nuovo ambiente dopo il trasporto sul camion affinché non siano
stressati al momento della macellazione. Lo stress infatti abbassa la qualita della carne con difetti
talvolta irreparabili. Per tale motivo sarebbe opportuno limitare per quanto possibile il tempo
trascorso dagli animali prima della macellazione senza perd eliminare completamente

I’acclimatamento.

Durante la macellazione € opportuno eseguire ogni fase nel modo piu igienico possibile lavando spesso
gli strumenti di lavoro ed evitando il pit possibile la contaminazione crociata. La testa e la parte piu
contaminata. e deve essere staccata dalla carcassa in modo rapido ed efficace da un operatore
formato. Questa affermazione vale soprattutto nei salumifici artigianali poiché la mezzena
comprensiva della testa & spesso fornita da un macello esterno. E altamente consigliabile separare la

testa prima di far entrare le mezzene in lavorazione per non creare contaminazioni crociate.

Questi risultati dimostrano che esiste una specifica localizzazione spaziale di Listeria spp. sulla

superficie della carcassa dei suini macellati.

La prevenzione si puo, quindi, effettuare nel controllo di questo microrganismo e in generale nei
confronti di tutta una serie di batteri patogeni che possono rappresentare un rischio per la salute

pubblica.
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Future ricerche potrebbero focalizzarsi sui seguenti aspetti:

e L’ esistenza di localizzazioni spazio-temporali sulle carcasse e quindi verificare se la
distribuzione dei batteri sulla carcassa e simile alla distribuzione sulle stesse zone tamponate
dell’animale in vita;

e Un’ analisi quantitativa di Listeria spp. sulle diverse parti anatomiche;

e Stabilire se questi microrganismi derivano dal macello oppure dall’allevamento;

e Stabilire se la distribuzione di altri microrganismi patogeni € simile a quella riscontrata nel

corso di questa ricerca.
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