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SUMMARY Foodborne pathogens including Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. and
Campylobacter spp., can enter the meat chain at multiple points. Animals with
excessively dirty hides will represent a risk of cross-contaminations during
transport, in the slaughtered house environment and during dressing procedures.
The aim of this work was to investigate the relationship among hygiene indicator
microorganisms (Enterobacteriaceae and Escherichia coli) count, in hide and
carcass of cattle presented for slaughter, and different hide cleanliness level in
two abattoir (R and F) and estimate the prevalence of pathogens Escherichia coli
0157:H7, Salmonella spp and Campylobacter spp. in hide and carcass of dirty
animals. The results showed that hide Escherichia coli and Enterobacteriaceae
count were significantly higher in dirty animals than in clean animals (P<0,05),
but carcass contamination were significantly higher in dirty animals than in
clean animals only in R abattoir. Escherichia coli O 157:H7 was detected in 19
samples of hide (40,4%), and 2 samples of carcass. Campylobacter jejuni was
isolated in 13 samples of hide (25,5%) and one sample of carcass. Salmonella spp.
were not found in all the samples of hide and carcass.
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che il suolo e la lettiera costituiscono le piu
probabili sorgenti di contaminazione della cute
(3). La popolazione batterica che si ritrova sulla
cute dei bovini pud derivare dal suolo,
dall’acqua, dalla vegetazione e dalle feci e vi
possono essere rappresentate specie patogene
per lvomo quali Escherichia coli O157:H7,

INTRODUZIONE

La cute degli animali in generale e la cute
ricoperta di escrementi in particolare, possono
rappresentare una fonte di contaminazione
della carcassa durante le attivita di
macellazione (1; 2). A seconda del sito

anatomico considerato, la concentrazione dei
microrganismi sulla superficie della cute varia
tra 10* e 10° germi/cm? (3). In genere le
contaminazioni pitt importanti si rilevano sulle
superfici su cui poggia l’animale nelle fasi di
riposo (ventre e punta del petto), considerando

Salmonella spp, Campylobacter spp. e Listeria
monocytogenes.,(4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13;
14; 15; 16; 17). Le condizioni di allevamento, la
stagione, le modalita di trasporto etc, possono
influenzare il trasferimento di  questi
microrganismi dall’intestino alla cute degli
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animali, e da questa, durante le attivita di ma-
macellazione, alla carcassa. La positivita della
cute ai diversi microrganismi varia a seconda
degli studi tra 0 e 80%, 15,4 e 100%, 37,7 e
75,5%, 13 e 25% rispettivamente per
Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp.,
Listeria  monocytogenes e Campylobacter
termofili, con una variabilita dovuta sia al
momento (allevamento, dopo il trasporto, alla
stalla di sosta, dopo l’abbattimento, stagione)
che al punto della cute in cui viene effettuato il
campionamento (11; 12;18; 19; 20; 21; 22; 23,
24; 25). 1 batteri possono essere trasferiti
durante il processo di macellazione dalla cute
alla carcassa per contatto diretto o
indirettamente attraverso le mani degli
operatori, i vestiti, gli utensili e i macchinari,
(26; 27). Al fine di evitare l'introduzione di
microrganismi patogeni nella filiera delle carni,
risulta dunque importante assicurare che gli
animali vengano presentati alla macellazione in
condizioni di pulizia adeguate (28). Scopo del
presente lavoro e stato quello di valutare la
correlazione esistente tra le cariche microbiche
in Enterobacteriaceae ed Escherichia coli di cute
e carcassa di soggetti classificati per il
differente grado di pulizia e di valutare la
presenza di alcuni microrganismi patogeni su
cute e carcasse di soggetti classificati durante
visita ispettiva ante mortem come sporchi.

MATERIALI E METODI

Nel periodo compreso tra settembre 2008 e
febbraio 2009, presso due macelli di medie e
piccole dimensioni dell’Emilia Romagna, sono
stati selezionati n.50 soggetti (25 per ciascun
macello), classificati durante la visita ispettiva
ante mortem per il grado di pulizia della cute in
5 differenti categorie: da 1 asciutto e pulito a 5
molto sporco come descritto precedentemente
(29). Su tutti i soggetti sono stati effettuati dei
campionamenti su cute e carcassa attraverso
lausilio di spugnette sterili preinumidite
(“Sponge Bag” — PBI International). I punti di
campionamento sulle carcasse sono stati
selezionati prendendo in considerazione le
indicazioni fornite dalla ISO 17604:2003: punta
del petto, fianco, inguine e garretto; mentre per
la cute, si & deciso di prendere in considerazione
le aree in cui, generalmente, avvengono le
maggiori manipolazioni da parte degli operatori
durante le attivita di scuoiamento: punta del
petto, linea alba, coscia e inguine. Per ogni sito
& stata campionata una superficie di 100 cm?,
strofinando le spugnette nell’area individuata
per 5 volte in senso orizzontale e 5 volte in
senso verticale, prima da un lato e poi dall’altro.
Durante le attivita di campionamento, presso
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entrambe le strutture (R ed F), sono stati
rilevati i dati relativi alle caratteristiche
strutturali, velocita della linea di macellazione,
numero di capi macellati al giorno, numero e
mansioni degli operatori, tipo di scuoiamento,
utilizzo di sterilizzatori, utilizzo di acqua per la
rimozione dello sporco visibile, presenza di
sporco visibile sulle carcasse.

Su ciascun campione e stata effettuata la
numerazione delle Enterobatteriacee (Violet
Red Bile Agar — OXOID addizionato di Glucosio
— Carlo Erba; incubazione a 30°C per 24 ore) e
di Escherichia coli (Tryptone Bile BCIG agar -
OXOID; incubazione a 44°C per 24 ore). I
campioni provenienti dalle singole aree di cute
sono stati analizzati singolarmente, mentre per
i campioni di carcassa sono stati analizzati in
pool.

In sede di analisi statistica, 1 dati riferiti alle
singole categorie sono stati aggregati in due
macro-categorie cosi definite: la macro-categoria
A (soggetti puliti) corrispondente alle categorie
1 e 2 e la macro-categoria B (soggetti sporchi)
corrispondente alle categorie 3, 4 e 5. I valori di
sintesi sono stati calcolati sulle trasformate
logaritmiche dei dati, considerando paria2e 91i
conteggi con risultato <3 e <10 CFU/cm?
(log10(2)=0,3; 10g10(9)=0,95). Per valutare Ile
differenze osservate tra le due categorie
considerate, & stato utilizzato il test della
mediana applicato ai dati originari.

Da luglio 2009 a novembre 2009, presso il
macello F, in 13 differenti giornate di
lavorazione, sono stati classificati per il grado di
pulizia della cute (sulla base delle 5 categorie
precedentemente illustrate) tutti i capi avviati
alla macellazione. Dal totale sono stati
selezionati n. 47 soggetti da sottoporre a
campionamento, classificati nelle categorie 3, 4
e 5 (sporchi). Il campionamento e stato
effettuato attraverso lausilio di “Sponge”
preinumidite, strofinando ampie aree di
superficie cutanea e di carcassa, insistendo
particolarmente nelle aree in cui risultava
apprezzabile dello sporco visibile. Tutti i
campioni sono stati sottoposti alla ricerca di
Salmonella spp., Campylobacter termofili e
Escherichia  coli O157:H7. Le  analisi
microbiologiche sono state eseguite utilizzando
la metodica ISO 6579:2002/Cor 1:2004 per
Salmonella spp e la ISO 10272-1:2006 per
Campylobacter spp. La ricerca di Escherichia
coli O157: H7 e stata effettuata in Real Time
PCR sul brodo di arricchimento
mTSB+novobiocina (Brodo Triptone Soia
modificato  contenente novobiocina) (ISO
16654:2003). I ceppi di Campylobacter spp.
isolati sono stati sottoposti a identificazione e



analisi genetica mediante Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) impiegando 1'Enzima di
Restrizione Sma I. La preparazione del DNA
batterico & stata eseguita secondo protocolli
standard (30); la restrizione secondo il
protocollo proposto da Ribot et al. (31). E stato
inoltre calcolato l'indice di diversita di Simpson
secondo Hunter e Gaston (32), in base alla
formula: D: 1 - 1/(N(N-1) X ¥ nj (nj-1); dove N:
numero di individui della popolazione, n:
numero di campioni per genotipo j.

RISULTATI

Numerazione di Enterobacteriaceae e di
Escherichia coli su cute e carcasse

L’aggregazione dei dati in due macrocategorie,
evidenzia differenze significative (P<0,05) tra le
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cariche contaminanti da Escherichia coli ed
Enterobacteriaceae sulla cute di animali
classificati puliti (categoria A) e animali
classificati sporchi (categoria B) (tabella 5). Al
contrario la differenza di carica contaminante
da Escherichia coli ed Enterobacteriaceae sulle
carcasse dei campioni provenienti da animali
classificati in categoria A e B e risultata
significativa (P<0,05) solamente nel macello R
nonostante, anche nel macello F, si osservi
comunque una contaminazione media maggiore
sia per la carica contaminante sia di
Escherichia coli ed Enterobacteriaceae nelle
carcasse degli animali classificati nella
categoria B rispetto a quelli della categoria A
(tabella 1 e tabella 2).

Tabella 1. Valori medi di Enterobacteriaceae ed Escherichia coli (media + Sd) logio UFC/ecm? su
campioni di cute, per macello e macrocategoria di pulizia.

Macrocategorie
Macello Parametro B
M sd m sd
R Enterobacteriaceae 1,812 1,21 3,73 1,42
Escherichia coli 1,582 1,09 3,120 1,23
F Enterobacteriaceae 2,078 0,83 2,84b 1,01
Escherichia coli 1,782 0,70 2,51P 1,12

Lettere differenti in apice entro ogni riga denotano differenze significative.

+

Tabella 2. Valori medi di Enterobacteriaceae ed Escherichia coli (media + Sd) logio UFC/ecm? su
campioni di carcassa, per macello e macrocategoria di pulizia.

Macrocategorie
Macello Parametro A B
M sd m sd
R Enterobacteriaceae 0,302 0,00 1,40° 1,43
Escherichia coli 0,302 0,00 1,04 0,96
F Enterobacteriaceae 1,012 0,73 1,282 0,68
Escherichia coli 0,612 0,50 0,802 0,54
Lettere differenti in apice entro ogni riga denotano differenze significative.
Confrontando i dati rilevati nei due macelli visivamente  puliti = (categoria A) con

all'interno delle medesime categorie (A Vs A e B
Vs B); si evidenzia come le cariche contaminanti
di Enterobacteriaceae ed Escherichia coli
rilevate sulla cute, siano significativamente
differenti (P<0,05) tra il macello R e nel macello
F, essendo piu elevate per gli animali di
categoria A (pulito) nel macello F e piu elevate
nella categoria B (sporco) nel macello R; cosi
come mediamente, il macello F macella animali

contaminazione superiore rispetto al macello R
e animali visivamente sporchi (categoria B) con
contaminazione inferiore rispetto al macello R e
viceversa (Tabella 3).

In relazione alle carcasse, confrontando i dati
ottenuti nei due macelli relativamente alle
cariche contaminanti di Enterobacteriaceae ed
Escherichia coli allinterno delle medesime
categorie (A Vs A e B Vs B); si evidenzia una
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differenza significativa nella contaminazione
delle carcasse provenienti dai due macelli nei
campioni provenienti da animali classificati
puliti (categoria A) essendo quelle del macello F
significativamente piu elevate di quelle del

macello R (P<0,05) nella categoria sporco (B)
invece, pure evidenziandosi una maggiore
contaminazione delle carcasse del macello F, la
differenza non risulta significativa (Tabella 4).

Tabella 3. Valori medi Enterobacteriaceae ed Escherichia coli logio CFU cm? della cute nel macello R e

nel macello F.

Macrocategorie Parametro Macello
F R
Enterobacteriaceae 2,072 1,81°
A Escherichia coli 1,782 1,58
B Enterobacteriaceae 2,842 3,73P
Escherichia coli 2,512 3,12°

Tabella 4. Valori medi Enterobacteriaceae ed Escherichia coli logio CFU cm? della carcassa nel macello

R e nel macello F.

Macrocategorie Parametro Macello
F R
A Enterobacteriaceae 1,012 0,30°
Escherichia coli 0,612 0,300
B Enterobacteriaceae 1,282 1,402
Escherichia coli 0,802 1,042

E utile evidenziare come, alla verifica
dell'operativita  effettuata in  sede di
campionamento, sia emerso che, nonostante il
macello R presenti strutture piu vecchie e
usurate, nel macello F la presenza di una zona
di incrocio tra zona sporca e zona pulita, la
velocita della macellazione, il numero di capi
macellati/gg, il turn over degli operatori e le
pratiche di lavaggio di carcasse e pavimenti
durante la macellazione, sono fattori di criticita
in relazione alligiene di macellazione; inoltre,
nel macello F durante le giornate di
campionamento & stato possibile riscontrare
spesso la presenza di sporco visibile sulle
carcasse, al contrario di quanto avviene nel
macello R dove la presenza di sporco visibile &
stata rara e circoscritta a zone limitate della
carcassa.

Ricerca di microrganismi patogeni

I 47 animali campionati provenivano da 24
allevamenti; 11 allevamenti hanno portato al
macello pit di un capo che si presentava sporco
(categoria 3, 4 0 5) da un minimo di 2 capi a un
massimo di 5 capi; 14 allevamenti hanno
portato 1 solo capo che si presentava sporco.

Su 47 campioni di cute e 47 campioni di
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carcassa esaminati non €& mai stata isolata
Salmonella spp.; mentre Escherichia coli
O157:H7 e stato rilevato con la PCR in 19
campioni di cute (40,4%) e 2 campioni di
carcassa, ma non & stato possibile isolare
Escherichia coli O157:H7 da nessuno dei
campioni; i due animali che hanno evidenziato
positivita della carcassa presentavano
contemporaneamente positivita per il patogeno
anche sulla cute; 12 di 19 positivita riscontrate
nella cute degli animali sono state rilevate in 6
allevamenti che hanno portato al macello piu di
un animale; in questi allevamenti su 18 animali
campionati in totale, 12 hanno evidenziato
positivita per Escherichia coli O157:HT7; gli altri
7 campioni positivi provenivano da animali che
provenivano da allevamenti che hanno portato
al macello un solo animale sporco.

Campylobacter spp. € stato isolato in 13
campioni di cute (25,5%) e 1 campione di
carcassa;, tutti i ceppi isolati sono stati
identificati come Campylobacter jejuni. In
nessun animale & stato possibile isolare
contemporaneamente Campylobacter jejuni
dalla cute e dalla carcassa; la caratterizzazione
mediante PFGE ha evidenziato 9 profili PFGE




(Figura 1) identificati con le lettere A - I; il pul-
pulsotipo H, isolato dalla carcassa, & stato
isolato in wuna sola occasione. Degli altri
pulsotipi, il pulsotipo A & stato isolato 4 volte; 2
ceppi sono stati isolati da 2 bovini provenienti
dalla stessa azienda (azienda o) in 2 giornate di
macellazione differenti e 2 ceppi sono stati
isolati da bovini provenienti da 2 aziende ( e 1)
differenti; entrambi questi ultimi capi sono stati
macellati in giornate in cui sono stati macellati
i primi due capi provenienti dalla azienda o. Il
pulsotipo C & stato isolato 2 volte da bovini
provenienti dall’azienda A in due differenti
giornate di macellazione. Gli altri pulsotipi (B,
D, E, F, G e I) sono stati isolati una sola volta,
in bovini provenienti da aziende differenti.

Figura 1. Profilo PFGE di 13 ceppi di
Campylobacter jejuni isolati.

L’indice di diversita di Simpson per i 13 ceppi di
Campylobacter jejuni genotipizzati e risultato pari a 0,910.

CONSIDERAZIONI E
CONCLUSIONI

I dati aggregati delle macrocategorie A e B
dimostrano che, in entrambi i macelli, esiste
una correlazione tra stato di pulizia degli
animali e cariche di Enterobacteriaceae ed
Escherichia coli sulla cute; mentre soltanto nel
macello R & stato possibile dimostrare una
correlazione tra stato di sporcizia visibile degli
animali e cariche di Enterobacteriaceae ed
Escherichia coli della carcassa. Il confronto dei
dati sul livello di contaminazione della cute dei
soggetti provenienti da entrambi i macelli
all'interno delle due macro categorie (A e B) ha
evidenziato che la cute degli animali puliti (cat
A) del macello F presenta mediamente una
contaminazione superiore a quella del macello
R e che, al contrario la cute degli animali
sporchi (cat B) presenta mediamente una
contaminazione superiore nel macello R
piuttosto che nel macello F (Tabella 3). Questo
fatto, unitamente al fatto che nel macello F sono
state rilevate criticita nelle pratiche di
macellazione che determinano spesso la
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presenza di imbrattamento visibile delle
carcasse, puo giustificare un livellamento delle
contaminazioni delle carcasse provenienti da
animali giudicati, alla visita ante mortem, in
differenti categorie (A vs B) di pulizia, rendendo
la differenza della contaminazione non
significativa.

Per quanto riguarda i microrganismi patogeni,
la percentuale di campioni di cute positivi per
Escherichia coli O157:H7 e per Campylobacter
spp. sono risultati paragonabili a quelle di altri
autori, mentre & differente il risultato ottenuto
per Salmonella spp, per la quale non & stato
possibile evidenziare alcun campione positivo. I
dati evidenziano che la maggior parte delle
positivita della cute per Escherichia coli
0157:H7 (12 campioni su 19), sono attribuibili a
un numero ristretto di allevamenti (6 di 24) e
che, nei due casi nei quali & stata evidenziata la
positivita della carcassa, ¢ stata evidenziata
anche la positivita della cute. Avery et al. (33)
hanno isolato Escherichia coli O157:H7 con
pattern PFGE identici da carcasse, ambiente
(stalla di sosta) e cute, evidenziando
I'importanza della cross-contamination, mentre
Fegan et al. (8) e Elder et al. (1) suggeriscono
una relazione tra il numero di Escherichia coli
presenti sulla pelle e contaminazione della
carcassa. Il mancato isolamento di ceppi nella
nostra indagine non permette ulteriori
approfondimenti epidemiologici.

L’isolamento dalla cute di animali provenienti
dallo stesso allevamento di ceppi di
Campylobacter jejuni con medesimo pulsotipo
(pulsotipo A e C nell’azienda a), in giornate di
macellazione differenti, evidenzia I'importanza
dell’allevamento e, di conseguenza, della
contaminazione della cute degli animali, in
relazione all'ingresso di microrganismi patogeni
nei locali di macellazione. L’isolamento dello
stesso pulsotipo A da bovini provenienti da
aziende diverse (B e m) in 2 giornate di
macellazione in cui sono stati macellati bovini
provenienti dalle aziende a, p e a e T puo avere
tre spiegazioni: i) una correlazione che
determina la presenza del medesimo ceppo nei
bovini delle due aziende (ma non disponiamo di
dati sufficienti per dimostrare questo); ii) una
cross contaminazione degli animali nelle fasi
che precedono la macellazione (stalla di sosta
del macello); iii) una cross contaminazione
durante le operazioni di macellazione.

Le conclusioni, a nostro avviso, giustificano
Padozione di un sistema validato di valutazione
dello stato di pulizia degli animali avviati al
macello e 'applicazione, nel caso di animali non
adeguatamente puliti, di azioni volte prevenire
la macellazione di animali a rischio (categorie 3,
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4 e 5) quali il respingimento degli animali, la
loro pulizia premacellazione o l’adozione di
pratiche volte a ridurre la contaminazione delle
carcasse da essi derivate, cosi come proposto da
differenti autori (27; 34; 35; 36).
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