Italian Journal of Food Safety, Vol. 1 N. 1

PRESENZA DIARCOBACTER SPP. NEI FILTRI DI
MUNGITURA: UN PERICOLO EMERGENTE E
SIGNIFICATIVO NEGLI ALIMENTI

PRESENCE OF ARCOBACTER SPP. IN IN-LINE MILK FILTERS: AN
EMERGING AND SIGNIFICANT MICROBIOLOGICAL HAZARD IN FOOD

Giacometti F., Serraino A., Florio D., Piva S., Riu R., Zanoni R.G.
Dipartimento di Scienze Mediche Veterinarie — Universita di Bologna

SUMMARY

While a study on the presence of foodborne pathogens in in-line milk filters of
Italian dairy farms authorized for production and sale of raw milk was in
progress, we fortuitously detected and isolated some Arcobacter spp. during
routine analysis for thermotolerant Campylobacter. This observation suggested
that extraordinary and non-standardized growth conditions for detection and
identification were needed to provide more information and data on this poorly
known emergent zoonotic pathogen. The presence of Arcobacter butzleri and
Arcobacacter cryaerophilus in milk filters of dairy farms authorized for
production and sale of raw milk poses a risk for public health and rather suggests
that raw milk samples should also be examined for Arcobacter contamination.
While the role of Arcobacter spp. in human disease awaits further evaluation, a
precautionary approach is advisable and control measures to prevent or to
eliminate the hazard of Arcobacter spp. in food and from the human food chain
should be encouraged as well as more epidemiological studies. With this article,
we review the literature of this organism in order to focus the relevant
information to food safety.
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INTRODUZIONE

Negli ultimi anni il genere Arcobacter ha assun-
to una sempre maggiore importanza poiché i
suoi membri sono stati considerati enteropato-
geni emergenti e potenziali agenti zoonotici (30;
64). Questo genere fa parte della suddivisione
Epsilon dei Proteobacteria e viene considerato
un gruppo atipico in base all’ampia diversita di
habitat ed ospiti (16; 75). Alcune specie di Arco-
bacter sono state isolate e/o riscontrate nelle fe-
ci di pazienti con e senza diarrea ed, occasio-
nalmente, anche in associazione a batteriemia,
endocardite e peritonite (1; 30; 42; 46; 47; 48;
61; 76). Negli animali, la presenza di Arcobac-
ters & stata evidenziata sia in animali asintoma-
tici che in casi di aborti, mastiti e disturbi ga-
strointestinali (19). Attualmente quattro specie

sono state isolate: Arcobacter butzleri, Arcobac-
ter cryaerophilus, Arcobacter skirrowii e Arco-
bacter nitrofigilis (69). A. butzleri & la specie piu
importante e prevalente del genere ed e stato
classificato quale grave pericolo per la salute
umana dall’International Commission on Mi-
crobiological Specifications for Foods (41) e vie-
ne riportato come significativo agente zoonotico
(10).

Numerosi studi sono stati effettuati e notevoli
progressi sono stati compiuti sia nella classifi-
cazione tassonomica che nell'individuazione dei
fattori di patogenicita di questo gruppo di mi-
crorganismi, ma, nonostante questo, I'incidenza
della specie Arcobacter risulta sottostimata,
principalmete a causa delle limitazioni degli at-
tuali metodi di rilevamento ed identificazione.

A seguire una breve review riguardante le prin-
cipali caratteristiche di Arcobacter spp., le pro-
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babili vie di trasmissione, il potenziale ruolo di
questo patogeno emergente in infezioni umane e
animali e i principali riferimenti a recenti inda-
gini effettuate su umani, alimenti ed animali.

MICROBIOLOGIA

La famiglia Campylobacteraceae comprende i
generi Campylobacter, Arcobacter e Sulfurospi-
rillum, e insieme al genere Helicobacter forma-
no un gruppo filogeneticamente distinto in base
all’analisi della sequenza 16s rRNA e
all’appartenenza alla classe Epsilonproteobacte-
ria (67; 68). Arcobacters sono bastoncelli Gram-
negativi, asporigeni, generalmente di 0,2-0,9pn
di larghezza e 0,5-3p1 di lunghezza, a forma di S,
mobili con un unico flagello polare in una o in
entrambe le estremita della cellula; sono catala-
si ed ossidasi positivi e ureasi negativi (68). Una
crescita ottimale si verifica in condizioni di mi-
croaerofilia (3-10% Os) ma gli Arcobacters sono
in grado di crescere in condizioni sia aerobiche
che anaerobiche e in un ampio intervallo di
temperature (da 15°C a 42°C), caratteristiche
peculiari per la differenziazione dai Campylo-
bacter spp.

ARCOBACTER NELL’UOMO

Di tutti gli Arcobacter spp. solamente A. butzle-
ri e A. cryaerophilus sono stati associati ad infe-
zioni umane. Sebbene il ruolo di Arcobacter spp.
nelle malattie umane non sia stato pienamente
dimostrato, in numerose occasioni l'isolamento
di A. butzleri e A. cryaerophilus é stato associa-
to a patologie del tratto gastrointestinale, sia in
studi di popolazione che in casi clinici, come ad
esempio in feci di pazienti che presentavano
diarrea acuta e cronica. A. butzleri risulta il
quarto  pit comune organismo  simil-
Campylobacter isolato in pazienti con diarrea
(1; 42; 46; 47; 61; 68) e recentemente & stato
considerato l’agente eziologico delle cosidette
“diarree del viaggiatore” (42). Il principale sin-
tomo associato alla presenza di A. butzleri risul-
ta essere una persistente diarrea acquosa, in
contrasto con una diarrea emorragica riscontra-
ta nei casi di infezione da Campylobacter jejuni,
mentre il resto delle manifestazioni cliniche so-
no molto simili (70). Ad esempio, in un focolaio
di A. butzleri in una scuola Italiana, 10 bambini
sono stati colpiti e l'infezione & risultata tal-
mente grave da richiedere il ricovero ospedalie-
ro di 3 bambini; il sintomo principale e stata la
presenza di crampi addominali ricorrenti in as-
senza di diarrea (69). La prevalenza di Arcobac-
ter spp. in campioni di feci diarroiche umane
varia da 0.1% a 2.4% utilizzando metodi coltu-
rali mentre da 1.2% a 12.9% utilizzando la PCR.
L’isolamento di Arcobacter spp. da feci di perso-
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ne sane é stato riportamento solo in pochi studi
come pure occasionali sono stati i casi riportati
di batteriemiaattribuibili a A. butzleri e A.
cryaerophilus (37; 61; 70).

Inoltre Arcobacter spp. € stato implicato in rari
casi di malattie invasive extraintestinali; Yan et
al. (2000) (77) hanno riportato l'isolamento di
Arcobacter spp. in un fegato cirrotico di un uo-
mo di 60 anni che presentava febbre alta e Lau
et al. (2002) (48) hanno isolato A. butzleri da
una donna di 69 anni con appendicite acuta
gangrenosa.

ARCOBACTER NEGLI ANIMALI

N

Arcobacter spp. e stato frequentemente isolato
nel tratto intestinale e nelle feci di numerose
specie di animali d'allevamento, ma sembra ca-
pace di causare malattia solo in alcuni di essi
(30). Nello specifico, pud essere presente nel
tratto digestivo di animali da allevamento ap-
parentemente sani, senza causare alcun segni
clinici di malattia (40), oppure pud essere causa
di aborti, mastiti e diarree (50; 69).

La prevalenza di Arcobacter spp. varia da specie
a specie e da paese a paese, ma in generale gli
Arcobacter si trovano piu frequentemente nei
polli, seguiti da suini e infine dai bovini. Alcuni
autori ritengono i polli in particolare ma anche i
suini importanti ospiti e serbatoi per Arcobacter
spp. (31; 39).

A. butzleri risulta prevalentemente associato ad
enterite e diarrea nei suini, bovini e cavalli
mentre A. skirrowii a diarrea e colite emorragi-
ca negli ovini e bovini (33; 69). A. cryaerophilus
risulta essere la specie prevalentemente asso-
ciata ad aborto negli animali, mentre A. buizleri
e A. skirrowii sono meno frequenti (18). Nono-
stante Arcobacter spp. siano stati piu volte as-
sociati ad aborto nel bovino (21; 55), questi pa-
togeni sono stati isolati anche nel liquido di ri-
sciacquo di prepuzi di bovini sani (27) o in tam-
poni vaginali di vacche che non presentavano
alcun problema riproduttivo (44).

La presenza di Arcobacter spp. & stata ben do-
cumentata anche in numerosi campioni di feci
provenienti da animali sani, quali bovini (44,
57; 20), suini (40; 44; 19), polli (44), ovini ed
equidi (19). L'eliminazione fecale di Arcobacter
spp. nei volatili, quali polli, anatre, tacchini e
oche domestiche (5; 6; 7; 38) & stata studiata e,
dal momento che nessuna associazione con
qualsiasi forma di malattia & stata segnalata in
questi animali, i volatili sono stati considerati
naturale reservoir per gli Arcobacters.

Van Driessche et al. (2003) (19) hanno validato
una procedura di isolamento, precedentemente
messa a punto per l'isolamento di Arcobacter
spp. nei polli, applicandola anche ad altri ani-
mali da allevamento; in Belgio, lo stesso proto-



collo & stato utilizzato in campioni fecali al mo-
mento della macellazione e Arcobacter spp. sono
stati isolati nel 44% dei suini, 40% dei bovini,
16% degli ovini e 15% degni equini considerati
nello studio. Kabeya et al. (2003) (44) hanno
esaminato la distribuzione di Arcobacter spp.
negli allevamenti in Giappone; Arcobacter spp.
sono stati isolati in 3,6% e 10% dei campioni fe-
cali rispettivamente di bovini e suini, e in 14,5%
di tamponi cloacali nei polli. A. butzleri & risul-
tato essere la specie maggiormente presente se-
guito da A. cryaerophilus.

Pochi studi in letteratura si sono focalizzati sul-
la prevalenza di Arcobacter spp. nei bovini da
latte e i valori risultano piuttosto variabili da
studio a studio. Vilar et al. (2010) (72) hanno
considerato la presenza di Arcobacter spp. nelle
aziende da latte in Spagna e il 68,5% degli alle-
vamenti e 41,7% dei campioni fecali analizzati
sono risultati positivi, individuando A. cryaero-
philus come la specie maggiormente presente.
In una indagine negli Stati Uniti, Wesley et al.
(2000) (74) hanno rilevato la presenza di Arco-
bacter spp. nel 71% delle aziende considerate e
nel 14,3% di singoli campioni di feci di bovini da
latte. Un’altra indagine effettuata negli Stati
Uniti ha rilevato che il 18% dei bovini da latte
(n = 50) presentavano Arcobacter spp. nelle feci
(28). La presenza di Arcobacter spp. in campioni
fecali di tre aziende completamente indipenden-
ti di bovini da latte & stato studiata da
Driessche et al. (2005) (20) che hanno riportato
una prevalenza variabile tra il 7,5% e il 15%;
I'escrezione di Arcobacter nelle feci variava da 0
a 10* UFC/g e A. cryaerophilus & risultato la
specie dominante. In precedeza, sempre
Driessche et al. (2003) (19), hanno isolato Arco-
bacter spp. nel 10% delle feci bovine analizzate
tramite isolamento diretto e nel 39,2% dei cam-
pioni dopo una fase di arricchimento; A. butzleri
& stato isolato in 13 campioni, A. cryaerophilus
in 5 e A. skirrowii in 2. Aydin et al. (2007) (3)
hanno analizzato la presenza di Arcobacter in
tamponi rettali di bovini in Turchia e hanno os-
servato una prevalenza di Arcobacter spp. pari
al 6,9%, di cui A. butzleri (4%), A. skirrowii
(2,9%) e A. cryaerophilus (0,5%).

FATTORI DI PATOGENICITA’

I meccanismi di patogenicita e virulenza di Ar-
cobacter spp. risultano tuttora poco chiari nono-
stante numerosi lavori abbiano studiato la loro
capacita di adesione (9; 29; 32; 37; 54; 70), inva-
sivita (24; 32; 54; 70) e citotossicita (24; 32;
54;70) in differenti linee cellulari. Tali studi
hanno messo in luce come ceppi di Arcobacter
spp. abbiano la capacita di produrre citotossici-
ta, adesione, invasione ed infilammazione cau-
sando la produzione di interleuchina-8 (IL-8).
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La capacita di determinare ’espressione di tale
molecola viene considerata il principale fattore
di virulenza di H. pylori e Campylobacter spp.
ed e stata riportata anche per A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii e A. cibarius. Il mec-
canismo con il quale A. butzleri determina diar-
rea e stato studiato infettando cellule epiteliali
di colon nell’'uomo (HT-29/B6); i risulati indica-
no che il processo viene mediato da una ridu-
zione nell’espressione di claudina-1, -5 e 8 nelle
tight junctions con la conseguente disfunzione
della barriera epiteliale e il concomitante au-
mento nel trasporto paracellulare che porta ad
una perdita di flusso simile alla diarrea (8). Lo
stesso meccanismo & stato descritto quale fatto-
re di virulenza per il C. jejuni (11).

ARCOBACTER NEGLI ALIMENTI

A causa della mancanza di un metodo standar-
dizzato per l'isolamento di Arcobacter spp. che
permetta di comparare i dati ottenuti in campo,
la reale presenza di questo potenziale patogeno
negli alimenti e in gran parte sconosciuta o sot-
tostimata.

La maggior parte degli studi sulla prevalenza
degli Arcobacter negli alimenti sono riferibili
alla carne avicola, che presenta la piu alta pre-
valenza seguita dalla carne suina, carne bovina
ed infine dal latte crudo (13; 15; 31). A. butzler:
é risultata la specie piu diffusa, seguita da A.
cryaerophilus e A. skirrowii (49; 17; 34; 60; 45;
57; 53; 13; 58; 63).

In uno studio in Giappone il 23% dei campioni
di carne avicola, il 7% di maiale e il 2,2% di
carne bovina provenienti da negozi al dettaglio
sono risultati positivi rispettivamente per A.
butzleri, A. cryaerophilus e A. skirrowii (45).
Una maggiore prevalenza & stata osservata in
Australia, dove le positivita hanno raggiunto
valori pari al 73% per i campioni di carne avico-
la, 29% della carne suina e 22% di carne bovina.
A. butzleri & stato trovato da Rivas et al. (2004)
(60) nel 15% dei campioni di carne di agnello
analizzati. Questa sintesi non comprende nu-
merosi studi effettuati su carcasse, visceri o pel-
le, dove peraltro gli Arcobacters risultano essere
abbondanti. (4; 6; 35; 25; 62). Si ritiene che la
contaminazione da parte di Arcobacter spp. dei
prodotti a base di carne si verifichi durante la
macellazione, probabilmente in seguito a con-
taminazione delle carcasse da parte delle feci
degli animali contaminati (3).

I frutti di mare rappresentano un'altra poten-
ziale fonte di infezione, anche se gli studi at-
tualmente disponibili non sono numerosi (25;
51); ad esempio, in uno studio che ha analizzato
84 campioni di molluschi e crostacei (gamberi,
cozze, vongole e ostriche), il 100% delle vongole
e il 41,1% dei campioni di mitili & risultato con-
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taminato da Arcobacter spp. (14). Proprio nei
mitili sono stati isolate due nuove specie, A.
mytili e A. molluscorum (14; 26). La presenza di
Arcobacter spp. in tali prodotti potrebbe essere
di notevole importanza per la salute pubblica
visto che i prodotti a base di pesce vengono tra-
dizionalmente consumati crudi o comunque po-
co cotti.

Infine, anche la prevalenza di Arcobacter spp.
nel latte crudo & stata studiata; Pianta et al.
(2007) (59) hanno osservato una prevalenza di
Arcobacter spp. pari al 3,2% in Brasile e pari al
46% in Irlanda del Nord, come mostrato da
Scullion et al. (2006) (63). In un altro studio,
Ertas et al. (2010) (22) hanno osservato che il
6% dei campioni analizzati di latte crudo, otte-
nuto da vacche sane in Turchia, presentavano
Arcobacter spp. Logan et al. (1982) (50) hanno
descritto I'isolamento di Arcobacter spp. nel lat-
te crudo di una vacca con mammella contami-
nata; in tale studio, quattro vacche sono state in
seguito sperimentalmente infettate tramite ino-
culazione intramammaria con il ceppo isolato
dal focolaio stesso, e tutte hanno sviluppato un
mastite clinica acuta che si & risolta sponta-
neamente in 5 giorni. Un altro isolato recupera-
to dal latte di una vacca mastitica e stato inse-
rito tra i ceppi utilizzati per descrivere le specie
di A. cryaerophilus (55).

Inoltre, numerosi studi hanno messo in correla-
zione la presenza di Arcobacter spp. nel latte
crudo con una non adeguata condizione igienica
dell’allevamento, delle fonti di acqua e
dell’alimentazione degli animali (57; 63). In ac-
cordo con questa considerazione, Collado et al.
(2008) (12), hanno osservato che Arcobacter spp.
vengono piu frequentemente isolati nei campio-
ni che presentano alti livelli di contaminazione
fecale.

In un recente studio, Teague et al. (2010) (66),
hanno dimostrato che Arcobacter & presente non
solo nei prodotti alimentari crudi ma anche nei
pasti venduti nei ristoranti popolari a Bangkok,
con una maggiore prevalenza rispetto agli altri
enteropatogeni comuni, come ad esempio Sal-
monella e Campylobacter; in tale studio e stato
valutato il rischio di esposizione per ogni singo-
lo pasto consumato (13%) e nel caso di 10 o piu
pasti (superiore al 75%).

ANTIBIOTICO-RESISTENZA

La maggior parte dei casi di enterite e batte-
riemia connessi con la presenza di Arcobacter
spp. sembrano essere auto-limitanti e non ri-
chiedono un trattamento antimicrobico, proprio
come accade per Campylobacter spp. (37). Tut-
tavia, la gravita o il prolungamento dei sintomi
puo giustificare 1'uso di una terapia antibiotica.
A differenza dei test di sensibilita agli antibioti-
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ci attualmente presenti per Campylobacter spp.,
quelli per Arcobacter spp. non sono ancora stati
standardizzati (77) e pochi studi sono stati ef-
fettuati, utilizzando inoltre metodi assai diversi
tra loro, come ad esempio I'Etest, la diluizione
in agar, agar diffusione su disco, o0 metodi mi-
crodiluizione in brodo (23; 37; 45; 56; 65; 71). 1
risultati dimostrano che molti ceppi di A. butz-
leri sono resistenti alla clindamicina, azitromi-
cina, ciprofloxacina, metronidazolo, carbenicil-
lina e cefoperazone (37; 56; 65; 66). I fluorochi-
noloni e le tetracicline sono stati suggeriti per il
trattamento delle infezioni umane e animali da
Arcobacter spp. (65; 71) dal momento che pre-
sentano una buona efficacia verso ceppi di di-
verse origini (23; 71). Tuttavia sono stati rileva-
ti ceppi resistenti ad acido nalidixico e cipro-
floxacina (2; 56; 66). Finora & stato dimostrato
che due ceppi di A. butzleri e un ceppo di A.
cryaerophilus, che erano resistenti alla cipro-
floxacina (con MIC da 6 a 12 ml mg-1), hanno
evidenziato una mutazione nella regione di de-
terminazione di resistenza ai chinoloni del gene
gyrA (2), che potrebbe essere presente anche in
altri ceppi. D'altra parte, il ceppo A. butzleri
(RM4018) da cui & stato sequenziato il genoma
completo, presentava una elevata resistenza
agli antibiotici associati alla presenza o assenza
di specifici geni che regolano la sensibilita agli
antibiotici (52). A questo proposito, la presenza
del gene cat, che codifica una cloramfenicolo O-
acetiltransferasi, era connessa con la resistenza
al cloramfenicolo, e tre geni putativi B-lattamasi
o dell'operone lrgAB sono stati considerati asso-
ciati con la resistenza B-lattamici, e 1'assenza di
upp gene, che codifica fosforibosiltransferasi
uracile, & stata associata con la resistenza di 5-
fluorouracile (52). Da notare comunque che po-
chi studi di sensibilita agli antibiotici sono stati
effettuati con ceppi di Arcobacter isolati da casi
clinici, sia umani che animali e che quindi, in
assenza di uno specifico trattamento, il tratta-
mento stesso risulta essere empirico. Questa
ossservazione assume un ruolo particolare in
caso di batteriemia di neonati, dove l'efficacia
della terapia data viene considerata fortuita in
base alla resistenza multipla agli antibiotici
evidenziata dal ceppo isolato di A. butzleri. Al-
cuni autori inoltre suggeriscono che le infezioni
causate da Arcobacter spp. probabilmente ri-
chiedano un trattamento diverso da quello ap-
plicato alle infezioni prodotte dalle comuni spe-
cie di Campylobacter (71). Pertanto, vi & la ne-
cessita di eseguire questi test al fine di stabilire
il trattamento piu appropriato in ciascun caso
specifico.

CONCLUSIONI

Nonostante un considerevole ammontare di in-



formazioni siano state accumulate di recente, la
complessiva conoscenza di Arcobacter spp. ri-
mane scarsa e sono necessarie ulteriori indagini
relative all’epidemiologia di questo microrgani-
smo.

Uno dei principali problemi per lisolamento di
Arcobacter spp. ¢ che le condizioni di crescita
ottimali per questo patogeno, e cioe
I'incubazione del brodo di arrichimento a 30°C,
non vengono generalmente applicate ai campio-
ni clinici che vengono analizzati nella routine.
Inoltre, persino i Campylobacters non-
Campylobacter jejuni o coli e altri microrgani-
smi correlati vengono raramente identificati a
livello di specie (70). Pertanto, e consigliabile,
durante indagini di ricerca clinica, utilizzare un
ulteriore supporto di coltura che possa essere
incubato a 37°C o 30°C al fine di poter valutare
la reale diffusione di Arcobacter spp.

Negli umani, gli Arcobacters sono stati associati
a batteriemia e diarrea, mentre negli animali
hanno dato luogo a casi di diarrea, aborti e ma-
stiti. Il consumo di acqua e prodotti alimentari
contaminati da Arcobacter spp., in particolare
carni bianche e rosse, latte e crostacei, rivelata-
si spesso contaminati da Arcobacters, viene con-
siderato la principale via di trasmissione di Ar-
cobacter spp., anche se non e ancora stata dimo-
strata dall’identificazione dello stesso ceppo che
ha causato la malattia anceh nel campione di
cibo o di acqua considerato veicolo (15).

Risulta quindi di peculiare importanza effettua-
re ulteriori attivita di sorveglianza sui prodotti
alimentari, sul consumo e/o0 manipolazione di
alimenti di origine animale contaminati, soprat-
tutto se consumati crudi o poco cotti (15).

Nello specifico, riteniamo che la presenza di Ar-
cobacter spp. nei filtri dell'impianto di mungitu-
ra di aziende autorizzate alla produzione e ven-
dita di latte crudo in Italia possa rappresentare
un pericolo per i consumatori di tale prodotto,
dal momento che numerosi Arcobacter spp. po-
trebbero ragionevolmente essere presenti anche
nel latte crudo e in minima parte anche nei
prodotti a base di latte crudo.

In conclusione, anche se una definitiva associa-
zione tra Arcobacter spp. e malattie umane tra-
smesse da alimenti non & ancora stata stabilita,
una forte preoccupazione per la salute pubblica
e stata sollevata nei confronti di questo patoge-
no emergente, considerato l'elevato rischio di
esposizione umana a questi patogeni.
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